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Resumo 
 A hipóxia é caracterizada pela redução de oxigênio no sangue e está 
relacionada a diversas patologias, entre elas a Síndrome da Apnéia Obstrutiva 
do Sono (SAOS). Suas consequências ainda não estão completamente 
esclarecidas, mas evidências da literatura demonstram que a hipóxia induz 
alterações bioquímicas com reflexos em aspectos comportamentais e 
importantes consequências em diversos sistemas, como o sistema nervoso 
central, respiratório e cardiovascular. A hipóxia e a idade apresentam uma 
íntima correlação com o desenvolvimento da Doença de Alzheimer. A 
neprilisina (EC 3.4.24.11) é uma metaloprotease presente em diversos tecidos 
como rins, intestino, pulmão, cérebro, entre outros. Já está demonstrado que 
uma das principais atividades da enzima no cérebro é a degradação do 
peptídeo β amilóide, um dos principais responsáveis pelo surgimento e 
agravamento da Doença de Alzheimer. Assim, nosso objetivo foi avaliar os 
efeitos da hipóxia intermitente, um modelo de SAOS, na expressão e atividade 
da neprilisina e na memória e aprendizado dos animais. 
Métodos: Ratos machos wistar foram separados em 3 grupos: Controle, 
Hipóxia e Rebote. Os grupos hipóxia intermitente e rebote foram submetidos ao 
protocolo de hipóxia intermitente (HI-ciclos de 3 min de 21% a 5% de O2) das 8 
às 16h, por seis semanas. Após a HI, o grupo rebote foi mantido por 2 
semanas em condições de normóxia. Realizou-se os ensaios do Labirinto 
aquático de Morris (LAM), de RT-PCR, Western blot e de atividade enzimática 
para neprilisina e para proteína precursora amilóide (APP) nas regiões 
cerebrais do hipocampo, córtex frontal e temporal. 
Resultados: A HI não promoveu alterações na memória e aprendizado dos 
animais, avaliados por LAM. Os ensaios de RT-PCR, Western blot e atividade 
enzimática demonstraram um aumento da enzima seletivamente na região do 
córtex temporal. A expressão proteica da proteína precursora amilóide se 
manteve inalterada. 
Conclusões: Apesar da HI não afetar o desempenho dos animais no LAM, 
houve o aumento da expressão e atividade da enzima seletivamente no córtex 
temporal, uma área relacionada à cognição, podendo levar a alterações ainda 
não esclarecidas. 
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1. Introdução 
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1.1 Apnéia obstrutiva do sono 
Distúrbios respiratórios do sono são condições crônicas de alteração nos 
padrões respiratórios durante o sono, que podem resultar na diminuição da 
qualidade de vida dos pacientes. Dentro dos distúrbios respiratórios do sono, a 
que mais se destaca é a apnéia obstrutiva do sono (AOS), sendo o distúrbio 
mais frequente. Diferentemente da apnéia central do sono, que provoca 
alteração no fluxo de ar por uma diminuição no esforço respiratório pelo 
sistema nervoso central, a AOS é caracterizada por episódios de colapso 
recorrente da faringe durante o sono, promovendo a obstrução total ou parcial 
das vias aéreas superiores. Esses episódios, em grande parte dos pacientes, 
levam a diminuição na concentração de oxigênio circulante, aumento de gás 
carbônico circulante, aumento do esforço respiratório e da atividade simpática, 
podendo causar microdespertares que, por sua vez, fragmentam o sono 
(EPSTEIN et al., 2009). Segundo a American Academy of Sleep Medicine 
(AASM), a severidade da AOS é classificada de acordo com os seguintes 
parâmetros, denominados índice de apnéia-hipopnéia (IAH): de 5 a 15 
episódios por hora considera-se apnéia leve, de 15 a 30 considerada moderada 
e 30 ou mais episódios por hora é classificada como grave. Além do índice, 
para a caracterização como síndrome da apnéia obstrutiva do sono, também é 
necessária a queixa pelo paciente de, pelo menos, algum sintoma, como 
sonolência diurna, fadiga, entre outros. 
Em 1993, um estudo realizado por Young e colaboradores, demonstrou 
que a prevalência de AOS na população americana, entre 30 e 60 anos, é de 
aproximadamente 24% nos homens e 9% nas mulheres, considerando apenas 
o IAH maior que 5 episódios por hora (YOUNG et al., 1993). Em 2010, um 
estudo semelhante foi realizado por Tufik e colaboradores, onde se demonstrou 
que, na população da cidade de São Paulo, entre 20 e 80 anos, a prevalência 
de AOS é de aproximadamente 32,8%, considerando o IAH ≥ 5 e, pelo menos, 
um problema relatado relacionado a AOS como, por exemplo, sonolência 
diurna, fadiga, ronco, entre outros (TUFIK et al., 2010). 
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Além da sua alta prevalência, a AOS possui uma relação, ainda não 
totalmente esclarecida, de causa e/ou consequência com diversos distúrbios e 
patologias, como a resistência à insulina, a hipertensão, obesidade e com 
prejuízo cognitivo (DUMITRASCU et al., 2013; IP et al., 2002; LAL; STRANGE; 
BACHMAN, 2012; MALHOTRA; WHITE, 2002; NIETO et al., 2000; PEPPARD 
et al., 2000; PUNJABI et al., 2002). Em 2005, Marin e colaboradores 
demonstraram que a prevalência da mortalidade por acidente vascular cerebral 
ou por infarto agudo do miocárdio é maior em pacientes com AOS grave 
(IAH>30), e que essa diferença diminui significativamente em pacientes 
tratados com CPAP (Continous Positive Airway Pressure) (MARIN et al., 2005). 
Além disso, em 2010, Drager e colaboradores demonstraram que a AOS é um 
fator independente associado à síndrome metabólica, utilizando os níveis de 
triglicérides e de glicose como fatores associativos, e ao risco cardiovascular, 
sendo a razão colesterol/HDL, ácido úrico e proteína C reativa como 
marcadores (DRAGER et al., 2010). 
 Além do envolvimento com doenças cardiovasculares e síndrome 
metabólica, a AOS também possui uma relação com alterações cognitivas 
(KUSHIDA et al., 2012; QUAN et al., 2006; SFORZA; ROCHE, 2012). Já foi 
demonstrado que a AOS provoca alterações em funções cognitivas como 
memória, aprendizado, planejamento e execução de tarefas (LAL; STRANGE; 
BACHMAN, 2012). Ferini-Strambi e colaboradores, em 2003, demonstraram 
que, em uma população homogênea de pacientes, a AOS promove declínio 
cognitivo, principalmente em tarefas de atenção sustentada, aprendizado e 
execução de tarefas (FERINI-STRAMBI et al., 2003). E em 2002, Beebe e 
Gozal demonstraram que o córtex pré-frontal, uma área importante para a 
memória de curto prazo, vigília, atenção, entre outros processos importantes na 
cognição, é susceptível à fragmentação do sono e à hipóxia, ambos os fatores 
presentes na AOS (BEEBE; GOZAL, 2002). 
 
1.2 Modelos de Apnéia Obstrutiva do Sono 
 A apnéia obstrutiva do sono é uma patologia que possui uma alta 
incidência na população, além de possuir uma relação com vários outros 
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distúrbios. Porém, essa relação de causa ou consequência com outros 
distúrbios e seus mecanismos moleculares ainda não estão completamente 
esclarecidos. Para estudar essa relação, bem como seus mecanismos 
moleculares, foi necessário o desenvolvimento de modelos experimentais que 
permitissem uma melhor compreensão desta patologia. 
 Um modelo experimental nos permite compreender melhor um 
fenômeno, de um modo que seja reprodutível e padronizado. Para isso, o 
modelo experimental necessita atender pelo menos um dos requisitos a seguir: 
homologia, onde o modelo possui a mesma patofisiologia; preditividade, o 
modelo responde de maneira semelhante; e isomorfismo, o modelo possui a 
mesma sintomatologia. Assim, diversos modelos foram desenvolvidos para 
uma melhor compreensão da AOS, sendo in vitro ou in vivo, espontâneos ou 
induzidos. 
 
1.2.1 Modelo espontâneo 
 O modelo espontâneo que mais se assemelha com a AOS é o do 
Bulldog inglês (VEASEY et al., 1999). O Bulldog inglês possui uma má 
formação anatômica natural das vias aéreas superiores, com aumento do 
palato e estreitamento da orofaringe. Tais características fazem com que o 
Bulldog inglês tenha episódios de obstrução das vias aéreas superiores 
espontaneamente durante o sono, causando sintomas muito parecidos com a 
patologia humana, como sonolência diurna, fadiga, dessaturação da 
oxihemoglobina. 
 Além do modelo do Bulldog inglês, outros animais também são utilizados 
para modelos espontâneos, por exemplo, porcos obesos para estudar a apnéia 
na obesidade (LONERGAN et al., 1998), e ratos Sprague-Dawley 
espontaneamente hipertensos que apresentam apnéia central (CARLEY; 
TRBOVIC; RADULOVACKI, 1998; MENDELSON et al., 1988). 
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1.2.2 Modelos induzidos 
 Além dos modelos espontâneos, outros tipos de modelos vêm sendo 
utilizados, como os modelos induzidos. Esses modelos consistem em induzir 
alguma característica da apnéia, como a obstrução, a hipóxia intermitente, 
entre outros. Uma grande vantagem desses modelos é que podemos controlar 
a severidade e a ocorrência da exposição, assim, podemos observar, por 
exemplo, os efeitos de uma apnéia mais leve ou grave, em diferentes idades, 
em animais obesos, hipertensos, entre outros. Os modelos induzidos se 
classificam basicamente em dois grupos: modelos cirúrgicos e não cirúrgicos. 
 
1.2.2.1 Modelos cirúrgicos 
 Os modelos induzidos cirúrgicos consistem na obstrução artificial das 
vias aéreas superiores. Normalmente, realiza-se um procedimento de 
traqueostomia para a implantação de uma sonda que oclua, de maneira 
intermitente, as vias aéreas superiores (KIMOFF et al., 1994). Apesar de na 
grande maioria dos casos serem utilizados animais de grande porte para esse 
modelo, como cães, babuínos e carneiros, já existem procedimentos 
semelhantes para roedores (FARRÉ et al., 2003, 2007; NÁCHER et al., 2007). 
Embora os modelos cirúrgicos reproduzam as características da SAOS, 
acabam não sendo muito utilizados, pois são limitados pelo grupo amostral e 
pelos efeitos colaterais da cirurgia. 
 
1.2.2.2 Modelos não cirúrgicos 
 Para evitar os problemas causados por métodos invasivos, como o 
modelo cirúrgico, se desenvolveram alternativas para esse modelo. Em 2007, 
Farré e colaboradores desenvolveram um modelo em que o roedor é 
posicionado dentro de um cilindro que restringe seus movimentos, com um 
colar de borracha que promove obstrução das vias aéreas (FARRÉ et al., 
2007). Apesar de ser um método que reproduz várias características da SAOS, 
ele pode causar estresse e necessita de um tempo de adaptação do animal. 
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 Outro modelo não invasivo também utilizado é o de hipóxia intermitente. 
Nesse modelo, o animal é exposto a baixas concentrações de oxigênio, de 
maneira intermitente. Apesar de focalizar apenas um aspecto da SAOS, é um 
dos modelos mais utilizados, pois necessita de um breve período de 
adaptação, não causa estresse no animal e pode-se estudar os efeitos tanto da 
apnéia obstrutiva, como da apnéia central (DEMATTEIS et al., 2009) 
 
1.3 Hipóxia intermitente 
 O modelo de hipóxia intermitente consiste em expor o animal à 
concentrações mais baixas de oxigênio. Este modelo vem sendo muito utilizado 
devido a sua praticidade e eficiência, mesmo não possuindo todas as 
características da AOS. 
 O equipamento a ser utilizado depende de qual espécie animal será 
utilizada. Para animais de grande porte, normalmente utilizam-se máscaras, já 
para animais de pequeno porte, como roedores, utilizam-se câmaras para um 
ou mais animais. Em ambos os equipamentos, a concentração de oxigênio 
diminui em determinados ciclos, variando de aproximadamente 21% para um 
valor menor. Essa variação ocorre, normalmente, pela entrada de nitrogênio ou 
oxigênio, que acaba alterando a concentração dos gases. Esse modelo, além 
de ser usado para animais de grande e pequeno porte, também pode ser 
utilizado em modelos in vitro, com a utilização de câmaras específicas para a 
cultura de células. 
 O modelo de hipóxia intermitente também é considerado um modelo 
maleável, pois permite controlar certos aspectos como o tempo de exposição, o 
nível de dessaturação de oxigênio e o padrão dos ciclos, o que torna esse 
modelo adaptável ao interesse de estudo. Por exemplo, apesar de ser um 
modelo que não causa obstrução das vias aéreas superiores, já foi 
demonstrado que o modelo pode causar esforço respiratório, devido à 
hiperventilação durante os episódios de hipóxia (DEMATTEIS et al., 2009). Em 
outro estudo de 2006, Polotsky e colaboradores demonstraram que o modelo 
de hipóxia intermitente com ciclos variando de 21 a 5% de oxigênio levam a 
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fragmentação do sono de roedores (POLOTSKY et al., 2006). Além disso, o 
protocolo de hipóxia intermitente, com ciclos variando as concentrações de 
oxigênio de 21 a 5%, não promove aumento dos níveis de corticosterona, 
hormônio marcador de estresse (PERRY et al., 2008a). 
 Os modelos de hipóxia intermitente já mostraram que a hipóxia participa 
em diferentes sistemas, causando alterações como hipertensão, estresse 
oxidativo, prejuízo cognitivo, entre outros, semelhantes às alterações 
observadas em pacientes que apresentam AOS. Já foi demonstrado que a 
hipóxia intermitente leva a uma maior ativação do sistema simpático, um dos 
fatores que pode levar a hipertensão (FLETCHER, 1995). Outro estudo, de 
Row e colaboradores em 2003, demonstrou que a exposição à hipóxia 
intermitente por sete dias gerou um aumento na peroxidação lipídica no córtex, 
e que a administração de um antioxidante atenuou os efeitos causados pelo 
estresse oxidativo (ROW et al., 2003). 
 Além disso, a hipóxia intermitente também atua nos processos 
cognitivos. Por exemplo, já se demonstrou que a hipóxia intermitente de 7 a 14 
dias provoca diminuição da memória e aprendizado, avaliados pelo labirinto 
aquático de Morris, além de diminuir a expressão do fator neutrófico BDNF, 
importante para os processos cognitivos (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 
2001a; XIE et al., 2010). Recentemente, foi demonstrado que a hipóxia 
intermitente também pode ter uma possível relação com a Doença de 
Alzheimer, promovendo o aumento do peptídeo β amilóide (SHIOTA et al., 
2013). 
 
1.3.1 Hipóxia intermitente e cognição. 
Na literatura, existem estudos que demonstram alterações cognitivas 
possivelmente relacionadas à HI, normalmente como consequência de 
distúrbios respiratórios. Assim, diversos estudos foram realizados utilizando 
diferentes modelos animais e desenhos experimentais como, por exemplo, 
modelos utilizando o Labirinto Aquático de Morris (GOLDBART et al., 2003a; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001b), esquiva inibitória (PERRY et al., 
2008b), Labirinto elevado em cruz (PERRY et al., 2008a), entre outros. Ao 
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contrário do esperado, a HI não mostrou uma relação simples e direta com as 
alterações cognitivas, evidenciando resultados divergentes. 
Estudos demonstram que a variação intermitente de oxigênio não é o 
único fator que influencia nos processos cognitivos. Um fator de grande 
influência é o tempo de exposição à HI, como podemos ver no trabalho de 
Goldbart e colaboradores (GOLDBART et al., 2003a). Nesse trabalho, 
observou-se que a exposição por um curto período de tempo (3 a 7 dias) 
provoca prejuízo no desempenho do labirinto aquático de Morris. Porém, 14 
dias após a exposição à HI, ocorre normalização dos processos cognitivos, 
consequentemente, no desempenho desta mesma tarefa. Em outro modelo de 
exposição à HI, Shiota e colaboradores demonstraram que animais submetidos 
à HI por oito semanas não sofrem prejuízos cognitivos, avaliados por labirinto 
aquático de Morris (SHIOTA et al., 2013). 
Outro fator seria qual o tipo de processo cognitivo analisado pela tarefa. 
Com um protocolo semelhante, Perry e colaboradores demonstraram que a 
exposição curta a HI não provoca alterações na tarefa de esquiva inibitória, 
uma tarefa amidala-dependente (PERRY et al., 2008b). Ao contrario do estudo 
de Goldbart mencionado acima, onde essa mesma exposição provoca prejuízo 
na tarefa de labirinto aquático de Morris, uma tarefa hipocampo-dependente.  
 
1.4 Doença de Alzheimer 
 De acordo com a Alzheimer´s Association, de 2010 a 2012, das 
principais doenças da população dos Estados Unidos que levam a óbito, entre 
elas o câncer de pulmão, câncer de mama, AIDS; a Doença de Alzheimer é a 
única que o número de casos apresentou aumento nesse período (THIES; 
BLEILER, 2013). Grande parte dos casos de Doença de Alzheimer ocorre em 
indivíduos idosos e, como a população mundial possui a tendência de aumento 
na expectativa de vida, a estimativa é que o número de casos triplicará até 
2050, passando de 35 milhões a, aproximadamente, 100 milhões de casos 
(WIMO; PRINCE, 2010). Outro fator alarmante é que não existe tratamento 
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eficaz contra a doença e, por ter uma causa multifatorial, é de grande interesse 
entender os fatores envolvidos no desenvolvimento desta patologia. 
 A Doença de Alzheimer é caracterizada pela perda gradual das funções 
cerebrais, principalmente a perda da memória e de outras funções cognitivas, 
por um processo de neurodegeneração (HUANG; MUCKE, 2012). O seu 
diagnóstico só é definitivo por uma análise post mortem, um dos fatores que 
dificulta o tratamento. Porém, existem alguns sinais iniciais característicos que 
podem ajudar a montar o quadro clínico, como a perda da capacidade de 
evocar memória recente, dificuldade em planejar e executar tarefas, dificuldade 
processamento da linguagem, entre outros (CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 
2010). Devido ao processo neurodegenerativo, ocorre uma piora nas funções 
cognitivas ao longo do tempo, que pode se estender por até 20 anos, até o 
óbito do paciente. 
Em 1907, o médico psiquiatra Alois Alzheimer descreveu pela primeira 
vez o caso de uma mulher de 51 anos que apresentava sinais de demência e, 
pela análise post mortem, observou uma degeneração do tecido nervoso, entre 
outros fatores, que depois veio a se caracterizar como a Doença de Alzheimer 
(CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2010). Atualmente, já está demonstrado 
que o processo neurodegenerativo da doença se inicia em uma área específica 
do cérebro, o córtex temporal medial, que compreende o córtex entorrinal, 
perirrinal, parahipocampal, e o próprio hipocampo (SERRANO-POZO et al., 
2011). Em seguida, o processo se expande para diversas outras áreas do 
cérebro de acordo com a severidade, mas principalmente o córtex, que 
apresenta alargamento e surgimento de sulcos, muito característicos na 
doença. 
 
1.4.1 Cascata beta amilóide 
 Além dos aspectos anatômicos, a Doença de Alzheimer se caracteriza 
também por aspectos microscópicos bem definidos, que são os emaranhados 
neurofibrilares e as placas senis (J. ALLEN; J. WATSON; DAWBARN, 2011). 
Os emaranhados neurofibrilares se encontram dentro da célula e são formados 
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pela agregação da proteína Tau hiperfosforilada (COHEN et al., 2011; IQBAL et 
al., 2010). Já as placas senis são formadas pela agregação do peptídeo β 
amilóide, que se origina a partir da metabolização da proteína precursora 
amilóide (Amyloid Precursor Protein, APP), formando placas insolúveis 
extracelulares. Existem duas vias de metabolização do APP: a não-
amiloidogênica, onde a proteína é clivada pelas enzimas alfa secretase e gama 
secretase, e a amiloidogênica, que promove liberação do peptídeo β amilóide 
pela clivagem do APP pela gama e beta secretase (ROYCHAUDHURI et al., 
2009; THINAKARAN; KOO, 2008). Já foi demonstrado em diversos ensaios 
que a alteração na expressão de genes envolvidos com a formação ou 
metabolização do peptídeo β amilóide, levam ao desenvolvimento da Doença 
de Alzheimer. Por exemplo, Prasher e colaboradores demonstraram que a 
superexpressão de APP pela trissomia do cromossomo 21, que contém o gene 
do APP, leva ao desenvolvimento da doença (PRASHER et al., 1998). Com 
base nesses estudos, se originou a hipótese de que o peptídeo β amilóide 
possui um papel fundamental para o desenvolvimento e agravamento da 
doença, sendo chamada de hipótese da cascata β  amilóide (HARDY; 
HIGGINS, 1992). Com isso, entender os processos metabólicos do peptídeo β 
amilóide se tornou de grande importância para o entendimento da Doença de 
Alzheimer. 
 
Figura 1. Vias de metabolização da proteína precursora amilóide (APP). Na via não-
amiloidogênica (seta verde), que não promove formação do peptídeo β amilóide, o 
APP é clivado pela alfa secretase e gama secretase. Na via amiloidogênica (seta 
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preta), que promove liberação do peptídeo β amilóide (Aβ, em vermelho), ocorre 
clivagem do APP pelas enzimas gama secretase e beta secretase (modificado de 
(NALIVAEVA; TURNER, 2013). 
 
Como esta patologia sofre influência de diversos fatores externos, sendo 
considerada uma doença multifatorial, compreender como eles se relacionam 
com a Doença de Alzheimer é de grande importância para entender como a 
doença se desenvolve. Vários fatores já foram relacionados ao 
desenvolvimento da patologia, entre eles a diabetes, obesidade, nível 
educacional e até mesmo a hipóxia (LAHIRI et al., 2007; MISIAK; LESZEK; 
KIEJNA, 2012; RYMAN; LAMB, 2006; ZHANG; LE, 2010) 
 Já foi demonstrado que pacientes que sofreram acidente vascular 
cerebral, hipóxia isquêmica, possuem quatro vezes mais chances de 
desenvolver demência e duas vezes mais chance de desenvolver a Doença de 
Alzheimer (DESMOND et al., 2002; ZHANG; LE, 2010). Outro dado que 
corrobora esta relação, é que pacientes que possuem AOS e Doença de 
Alzheimer, quando tratados para AOS com a utilização de CPAP (Continous 
Positive Airway Pressure), possuem uma melhora no humor, na percepção de 
bem estar e no desempenho cognitivo (COOKE et al., 2009). Além disso, 
recentemente demonstrou-se que a hipóxia aguda também atua aumentando a 
produção do peptídeo β amilóide e diminuindo a sua degradação por enzimas 
proteolíticas, como a Neprilisina (LI et al., 2009; WANG et al., 2011). 
 
1.5 Enzimas 
 O inicio dos estudos sobre enzimas se confunde com o início dos 
estudos sobre bioquímica. Desde muito tempo se sugere a participação de algo 
que acelere as reações bioquímicas para um aproveitamento mais rápido pelos 
seres vivos, porém a primeira descrição sobre enzimas ocorreu no final do 
século XVIII, com estudos envolvendo a digestão de carnes pela secreção 
gástrica. Desde então, o estudo sobre enzimas se desenvolveu muito e, até 
mesmo nos dias de hoje, ainda descrevem-se novos mecanismos e enzimas, 
participando de maneira fundamental em diversos processos biológicos. 
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 Os sistemas biológicos são compostos por diversos componentes, de 
diversas classes, entre elas estão as proteínas. As proteínas são moléculas 
extensas formadas por longas cadeias de aminoácidos e, algumas delas, 
possuem uma atividade que acelera reações químicas durante processos 
biológicos, estas proteínas são chamadas de enzimas. A grande maioria das 
enzimas possui uma estrutura proteica, apenas um pequeno grupo não possui 
tal composição. Por esse motivo, sua atividade catalítica depende de alguns 
fatores normalmente relacionados à sua composição e estrutura. Quando uma 
enzima é desnaturada, que é a perda da sua estrutura terciária, ou sofre 
alguma alteração na sua composição, ocorre perda da sua atividade, assim, as 
enzimas possuem sensibilidade a variações de pH, temperatura e outros 
fatores que possivelmente alterem sua estrutura. Além disso, diversas enzimas 
necessitam de outras moléculas para exercerem sua atividade, como a 
presença de íons e outras moléculas denominadas de cofatores. 
 As enzimas, de maneira geral, possuem uma região específica que 
interage com a molécula alvo, chamado de sítio ativo. Nesta região, a molécula 
que será processada, denominada de substrato, se liga ao sítio ativo formando 
o estado intermediário enzima-substrato, seguido do complexo enzima-produto, 
para então obter a liberação do produto. 
 Estima-se que existem hoje mais de 6 mil enzimas. Devido a essa 
grande quantidade, as enzimas foram classificadas de acordo com a sua 
função, sendo separadas em seis grandes grupos: as óxido-redutases, que 
transferem elétrons; transferases, que transferem grupos moleculares; liases, 
que promovem formação ou destruição de duplas ligações, com adição ou 
retirada de grupos; isomerases, que promovem formação de isômeros; ligases, 
que promovem ligação entre os grupos moleculares; e as hidrolases, que 
promovem a quebra de moléculas adicionando água à ligação rompida. As 
hidrolases incluem as esterases e amidases. As amidases que agem sobre 
proteínas e peptídeos, também denominadas de proteases ou peptidases, 
atuam clivando ligações peptídicas e possuem uma participação essencial, 
direta ou indireta, em inúmeros processos biológicos (NELSON; COX, 2005). 
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1.5.1 Proteases 
 As proteases, ou peptidases, estão presentes em grande parte dos 
organismos e correspondem a cerca de aproximadamente 2% do genoma 
humano. Foi um dos primeiros grupos enzimáticos a serem reconhecidos, 
estando presentes no suco gástrico atuando no processo de digestão, 
promovendo clivagem de ligações peptídicas inespecíficas (RAWLINGS; 
BARRETT, 1999). 
 Atualmente, sabe-se que esta classe de enzimas possui um papel muito 
maior que apenas a clivagem de ligações peptídicas inespecíficas. 
Aproximadamente 14% das proteases são possíveis alvos terapêuticos, sendo 
investigadas por diversas instituições. Segundo o MEROPS database 
(MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk/), existem mais de 500 proteases que 
possuem participação fundamental em processos como a regulação da 
pressão arterial, a diferenciação celular, na cascata de coagulação, no 
processo inflamatório, nos processos cognitivos, entre outros. 
 Devido a essa grande diversidade de proteases, surgiram diferentes 
classificações para agrupa-las de acordo com diferentes critérios. O primeiro 
critério foi de acordo com sua homologia. Proteases que possuem uma 
similaridade estatisticamente significante na sequência de aminoácidos de suas 
estruturas foram classificadas como sendo de um mesmo grupo, denominado 
família. Assim, toda nova protease é agrupada de acordo com a sua homologia 
em uma determinada família. 
Outro critério de classificação agrupa as proteases de acordo com a sua 
origem evolutiva. Proteases “modernas” que se desenvolveram de um único 
ancestral são reunidas em grupos denominados clãs. Normalmente, os clãs 
são compostos de uma ou mais famílias que possuem uma relação com um 
ancestral comum, mas acabaram divergindo ao longo da evolução. Essa 
relação geralmente é determinada pela semelhança da estrutura terciária da 
protease, contudo, ela também pode ser realizada pelas características do sítio 
catalítico. 
Outra classificação muito utilizada envolve o local, na proteína, da 
reação catalisada pela protease e se dividem basicamente em três grupos: 
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exopeptidades, que clivam um ou poucos resíduos de aminoácidos na 
extremidade N- ou C-terminal; endopeptidases, que atuam internamente em 
cadeias polipeptídicas que hidrolisam somente substratos peptídicos; e as 
omega peptidases, que são enzimas dipeptidases-específicas, que removem 
os dois resíduos terminais das porções N ou C terminais. Ainda em relação ao 
local da clivagem, temos a separação das exopeptidases de acordo com o 
fragmento liberado e qual extremidade ela atua. As exoproteases que clivam na 
extremidade amino-terminal livre são chamadas de aminopeptidases quando 
liberam um aminoácido, dipeptidil-peptidase ao liberar dois resíduos de 
aminoácidos, e tripeptidil-peptidase quando liberam três resíduos de 
aminoácidos. As exopeptidases que realizam a clivagem na região 
carboxiterminal, são chamadas de carboxipeptidases, quando liberam um 
resíduo, e carboxidipeptidases quando liberam dois resíduos de aminoácidos.  
Por fim, há uma classificação de acordo com as características do sítio 
catalítico, separando as proteases em seis classes: serinoprotease, 
treoninoprotease, cisteínoprotease, aspartil-protease, glutamilprotease e 
metaloprotease, outras possuem seus mecanismos ainda desconhecidos. 
 
1.5.2 Metaloproteases 
 As metaloproteases são o grupo mais abundante e diversificado dentro 
das seis classes de proteases do genoma humano e de camundongos 
(PUENTE et al., 2003), atuando em sistemas como, por exemplo, da regulação 
da pressão sanguínea pela Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), que é 
um dos alvos terapêuticos mais conhecidos contra a hipertensão.  
 As proteases que participam desse grupo são caracterizadas pela 
utilização de um cátion metálico divalente, na maioria das vezes um átomo de 
zinco, que ativa a molécula de água para um ataque nucleofílico na carbonila 
da ligação peptídica, promovendo a quebra da ligação. A ação catalítica dessas 
proteases é dependente do íon metálico, por esse motivo, grande parte dos 
inibidores dessa classe de proteases atua se ligando a esse íon como, por 
exemplo, agentes quelantes, como o EDTA. 
15 
 
 
 O íon metálico, responsável pela catálise, normalmente está ligado a 
resíduos de aminoácidos, como a histidina, glutamato, aspartato ou lisina e, 
pelo menos, mais um ligante que possa servir como um eletrófilo. Grande parte 
das metaloproteases possui no sítio catalítico, além do íon metálico, a 
sequência HEXXH de resíduos de aminoácidos. O primeiro e último ligantes, os 
“H´s”, representam histidinas que se ligam ao íon metálico, o segundo ligante, 
“E”, representa o glutamato que atua na catálise, o terceiro ligante “X” pode ser 
um resíduo de glutamato, aspartato ou histidina, e o quarto ligante seria uma 
molécula de água que será ativada para o ataque a ligação peptídica. 
 No clã que possui o HEXXH, se encontra a família M13. Esta família 
possui entre suas integrantes a Endothelin Converting Enzyme (ECE), a Insulin 
Degrading Enzyme (IDE), e a Neprilisina (NEP), que atua em diversos 
processos biológicos. 
 
1.5.3 Neprilsina 
 A enzima neprilisina (EC 3.4.24.11) foi primeiramente descrita na 
membrana das microvilosidades do córtex renal de ratos, onde ela degradava a 
cadeia β da insulina em um pH neutro. Devido a região de clivagem e o seu pH 
para atividade, seu primeiro nome foi Kidney brush border neutral proteinase 
(KERR; KENNY, 1974a, 1974b), ou endopeptidase neutra (Neutral 
Endopeptidase, NEP). Pela sua caracterização, observou-se que se tratava de 
uma protease ancorada a membrana, com propriedades catalíticas muito 
semelhantes à outra metaloprotease, a termolisina.  
 A neprilisina, ou NEP, é uma protease ancorada a membrana e está 
presente em diversos tecidos, como rim, pulmão, coração, próstata, cérebro, 
entre outros (TURNER; ISAAC; COATES, 2001). Ela possui três domínios 
principais. Um domínio intracelular que, apesar de ter um tamanho reduzido, 
possui uma grande importância como sinalizador interno, com sítios de 
glicosilação e ligação com outros sinalizadores internos. (IWASE et al., 2004; 
KAKIYA et al., 2012). Um domínio transmembrana, que faz a ligação entre a 
porção intra e extracelular. E a maior fração, a extracelular, onde se encontra o 
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sítio catalítico. Por estar ancorada a membrana, ela atua como uma 
ectoenzima, clivando peptídeos da face extracelular da membrana plasmática. 
Seu sítio catalítico possui um átomo de Zinco ligado à sequência característica 
HEXXH e, para ser reconhecido como substrato, o peptídeo necessita possuir 
um aminoácido hidrofóbico ou aromático, normalmente fenilalanina e valina, na 
posição P1` (BARROS et al., 2007). Além disso, a sub-região S2` da enzima 
possui afinidade para aminoácidos polares e hidrofóbicos, permitindo a 
interação com diversos resíduos.  
 
Figura 2. A) Representação dos resíduos do substrato (P´s) que interagem com os 
sítios da enzima (S´s), nomeados a partir da ligação clivada (C) (Imagem modificada 
de (SCHECHTER; BERGER, 1967)). B) Representação da interação do inibidor 
Thiorphan com os sítios da neprilisina. O grupo HS- do Thiorphan se liga ao íon 
metálico zinco e o grupo fenil (P1´) interage com a sub-região S1´ da enzima, que 
possui afinidade por resíduos aromáticos e hidrofóbicos (Imagem modificada de 
(GOMIS-RÜTH; BOTELHO; BODE, 2012)). 
 
Apesar da neprilisina ser descrita inicialmente como endopeptidase, ela 
atua preferencialmente como carboxipeptidase (BARROS et al., 2007). A 
17 
 
 
enzima contém por volta de 700 resíduos de aminoácidos e pode variar de 85 a 
110 kDa dependendo em qual tecido ela é produzida, devido a modificações 
pós-traducionais, como a glicosilação. Possui diversos substratos, entre eles as 
encefalinas, a bradicinina, as endotelinas, substância P, peptídeo β amilóide, 
entre outros (TURNER; ISAAC; COATES, 2001). 
 
Figura 3. Representação estrutural da neprilisina com seu domínio intracelular, 
transmembrana e extracelular. No domínio extracelular podemos observar seus 
subdomínios D1 (azul) e D2 (cinza), e um domínio de ligação (amarelo). Em vermelho, 
podemos observar a região do sítio catalítico, onde ocorre a catálise dos seus 
substratos (Modificado de (MALITO; HULSE; TANG, 2008)). 
 
Ao longo do tempo, a neprilisina foi “redescoberta” em diversas 
ocasiões. Por exemplo, após a clonagem e o sequenciamento da enzima, 
observou-se que sua estrutura era idêntica a um antígeno de superfície celular 
de leucócitos, ou Common acute lymphoblastic leukemia antigen (CALLA ou 
CD10) (LETARTE et al., 1988). Em 2010, Morisaki e colaboradores 
descreveram a neprilisina como sendo idêntica a skin fibroblast elastase, sendo 
uma das responsáveis por degradar a elastina, que confere o comportamento 
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elástico da pele, envolvida no processo de envelhecimento da pele (MORISAKI 
et al., 2010). Por essa distribuição em diversos tecidos, a neprilisina 
desempenha um papel importante em vários sistemas biológicos e, algumas 
vezes, em processos patológicos. Há uma extensa literatura relacionando a 
neprilisina com diversas patologias. Um exemplo seria a sua participação no 
câncer de próstata, onde ela atua impedindo o desenvolvimento tumoral, não 
só pela sua ação degradando fatores de crescimento, mas também por uma 
competição na sinalização intracelular (HORIGUCHI et al., 2008; 
PAPANDREOU et al., 1998; SUMITOMO; SHEN; NANUS, 2005). Além disso, a 
neprilisina é um fator preditivo para o desenvolvimento de melanoma (OBA et 
al., 2011). De maneira independente aos seus primeiros estudos, a neprilisina 
também foi descrita como uma protease de membrana no cérebro responsável 
por inativar as encefalinas (HERSH; RODGERS, 2008), o que na época lhe 
concedeu o nome de encefalinase e diversos estudos de inibidores para o 
desenvolvimento de possíveis medicamentos analgésicos (ROQUES; 
FOURNIÉ-ZALUSKI; WURM, 2012). 
 Além de degradar encefalinas, a neprilisina ganhou maior atenção na 
última década pelo seu papel na degradação do peptídeo β amilóide, 
relacionado à Doença de Alzheimer. Já foi demonstrado que, na Doença de 
Alzheimer, a atividade da neprilisina está reduzida (YASOJIMA et al., 2001a), o 
que possivelmente estaria levando ao acúmulo do peptídeo, uma vez que essa 
enzima é a principal responsável pelo clearence do peptídeo no cérebro 
(CAVALLUCCI; D’AMELIO; CECCONI, 2012). De fato, diversos estudos 
demonstram que a alteração de neprilisina provoca alterações nos níveis do 
peptídeo β amilóide. Os primeiros a observar tal relação in vivo foram Iwata e 
colaboradores, onde a administração de inibidor da enzima, o Thiorphan, 
provocava acúmulo do peptídeo no cérebro de ratos (IWATA et al., 2001). Em 
outros estudos, Marr et al e Eckman et al demonstraram que ocorre acúmulo 
do peptídeo no cérebro de camundongos Knockout de neprilsina (ECKMAN et 
al., 2006; MARR et al., 2004). Assim, demonstrando uma relação dos níveis da 
enzima com os níveis do peptídeo β amilóide, consequentemente, com o 
desenvolvimento da Doença de Alzheimer. Em 2003, também se demonstrou 
que a neprilisina não só degrada o peptídeo β amiloide, como também degrada 
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a sua forma oligomérica, que apresenta maior toxicidade (KANEMITSU; 
TOMIYAMA; MORI, 2003). Além disso, Deng-Shun Wang e colaboradores 
demonstraram que a expressão e atividade da neprilisina reduzem de acordo 
com o envelhecimento (WANG et al., 2003), evidenciando mais uma vez que 
esta redução estaria envolvida no desenvolvimento da doença, uma vez que 
ela atinge, na maioria dos casos, a população idosa.  
 
Figura 4. Representação da via amiloidogênica e da degradação do peptídeo β 
amilóide. A neprilisina é a maior responsável pela degradação do peptídeo e a única 
capaz de degradar os oligômeros do peptídeo. Caso haja um desequilíbrio entre a 
degradação e a produção, ocorre acúmulo do peptídeo β amilóide, gerando fibras 
insolúveis que futuramente darão origem as placas senis (modificado de (IWATA; 
HIGUCHI; SAIDO, 2005). 
 
Com base nessas evidências, diversos estudos foram realizados para 
verificar quais fatores aumentam a atividade da neprilisina, como um possível 
foco terapêutico para a Doença de Alzheimer, como, por exemplo, a 
administração de agonistas de receptor de somatostatina que promove o 
aumento na expressão e atividade da enzima (SANDOVAL et al., 2012). E 
também, quais fatores promovem a diminuição, para uma possível prevenção a 
doença. Em 2003, Deng-Shun Wang e colaboradores demonstraram que o 
estresse oxidativo promove a oxidação da enzima, levando a perda da sua 
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atividade (WANG et al., 2003). Outro fator importante na regulação da 
neprilisina é a hipóxia. Em 2011, Wang e colaboradores demonstraram que a 
exposição à hipóxia aguda promove uma redução na expressão gênica e 
proteica de neprilisina em cultura de células neuronais (WANG et al., 2011). 
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2. Justificativa 
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 De forma geral, já está demonstrado que a AOS provoca diversas 
alterações nos processos biológicos, sendo considerada um fator preditivo para 
a síndrome metabólica e riscos cardiovasculares. Além dos riscos metabólicos 
e vasculares, já foi observado que a AOS promove declínio cognitivo em 
pacientes, além de possuir uma relação com doenças neurodegenerativas, 
como a Doença de Alzheimer. 
 Na literatura, há evidências mostrando uma relação entre a AOS e a 
Doença de Alzheimer. Entre elas a alta de prevalência de AOS em pacientes 
com Doença de Alzheimer, e a melhora significativa dos sintomas do Alzheimer 
quando os pacientes passam por tratamento para a AOS. 
 Além das evidências clínicas, já se demonstrou que a hipóxia, um dos 
fatores da AOS, além de causar prejuízos cognitivos, também promove 
aumento da produção do peptídeo β amilóide, causador da Doença de 
Alzheimer, e diminuição do seu catabolismo pela redução das enzimas que o 
degradam. Portanto, entender os mecanismos moleculares é essencial para 
estabelecer uma relação entre estas duas patologias. 
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3. Objetivos 
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3.1 Objetivo geral 
 O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da hipóxia intermitente 
na expressão e atividade da metaloprotease neprilisina em cérebros de ratos, 
assim como avaliar sua relação com a memória espacial e aprendizagem. Além 
de avaliar se duas semanas de normóxia após o protocolo de hipóxia 
intermitente possui a capacidade de recuperar as possíveis alterações. 
 
3.2 Objetivos específicos: 
 Avaliar a expressão gênica e proteica de neprilisina no hipocampo, 
córtex temporal e córtex frontal por Real Time Polymerase Chain Reaction e 
Western blot, respectivamente, entre os grupos controle, hipóxia intermitente e 
rebote. 
 Avaliar a atividade da neprilisina no hipocampo, córtex temporal e córtex 
frontal pela metodologia utilizando High Pressure Liquid Chromatography, entre 
os grupos controle, hipóxia intermitente e rebote. 
 Quantificar os níveis da Proteína Precursora Amilóide no hipocampo, 
córtex temporal e córtex frontal por Western blot, entre os grupos controle, 
hipóxia intermitente e rebote. 
 Avaliar a memória espacial e aprendizado pela tarefa do Labirinto 
aquático de Morris, entre os grupos controle, hipóxia intermitente e rebote. 
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4. Metodologia 
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Nesta sessão serão descritos os materiais e como foram realizadas as 
metodologias de RT-PCR, Western Blot e atividade enzimática, para avaliar os 
efeitos sobre a enzima neprilisina e sobre o APP, e de labirinto aquático de 
Morris, para avaliação do aprendizado e memória espacial. 
Em todos os experimentos moleculares, as regiões cerebrais utilizadas 
foram o hipocampo, córtex frontal e córtex temporal, sendo regiões 
relacionadas com o processamento da memória e o aprendizado, além de 
serem muito afetadas pela doença de Alzheimer.  
 
4.1 Animais 
 Foram utilizados ratos machos Wistar (n=69), com três meses de idade 
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para 
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo. 
Durante todo o experimento, quatro a cinco animais foram acomodados por 
gaiola moradia, mantidas em um ambiente controlado com temperatura média 
de 22°C (22 ± 2°C) com um ciclo claro-escuro de 12h, sendo o período claro 
das 7 às 19h, e o escuro das 19 às 7h. A ração e a água padronizadas foram 
fornecidas ad libitum. Todos os experimentos realizados neste estudo foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (CEP 2051/11 e 
2025/11). 
 
4.2 Hipóxia intermitente 
 Para o protocolo de hipóxia intermitente, os animais foram alojados 
dentro de uma câmara de acrílico (80 x 54 x 58 cm; modelos Oxycycler 
A44XOV, Biospherix, Redfield, NY, EUA) e expostos à hipóxia intermitente que 
consiste em ciclos de 6 minutos com as concentrações de oxigênio (O2) 
variando de 5% a 21% oito horas por dia (das 8 às 16h), durante seis semanas. 
 As concentrações de oxigênio dentro da câmara eram controladas pela 
injeção de O2 ou N2 (gás nitrogênio) por um sistema automático de análise 
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acoplado a um computador, responsável por manter os níveis de O2 
programados (modelo Oxycycler A44XOV, Biospherix, Redfield, NY, EUA). 
Além do O2, dentro da câmara também foram monitorados, durante todo o 
experimento, os níveis de gás carbônico (CO2), que foram mantidos em uma 
concentração menor que 0,01%, e de umidade do ar, mantida em torno de 40 a 
50%.  
 
4.3 Protocolo experimental 
 Todos os 69 animais foram divididos em três grupos, denominados: 
grupo controle (Ctrl; n=23), grupo hipóxia (HI; n=23) e grupo rebote (Rb; n=23). 
Devido a limitações dos equipamentos utilizados para o protocolo de hipóxia, o 
experimento foi dividido em duas etapas (Figura 5). Na primeira etapa, os 
animais foram utilizados para análise de expressão gênica da NEP por RT-
PCR, sendo utilizados oito animais para cada grupo, totalizando 24 animais. Na 
segunda etapa, os animais foram utilizados para o teste de memória e 
aprendizado, o labirinto aquático de Morris, e para a análise de expressão 
proteica de NEP e APP, e atividade de enzimática da NEP. Nesta etapa, foram 
utilizados 15 animais por grupo devido ao ensaio comportamental realizado, 
que necessita de um grupo amostral maior, totalizando 45 animais.  
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O grupo Ctrl permaneceu alojado em gaiolas moradia no mesmo 
ambiente que os animais dos outros grupos durante todo o experimento. Os 
animais dos grupos HI e Rb foram submetidos ao protocolo descrito 
anteriormente de hipóxia intermitente durante seis semanas. Porém, ao término 
do protocolo, os animais do grupo Rb foram mantidos na concentração de 
oxigênio ambiente (aproximadamente 21%), por mais duas semanas, para uma 
possível normalização dos efeitos causados pela hipóxia intermitente. Na figura 
6 estão esquematizados os protocolos experimentais utilizados. 
 
 
 
Figura 6. Protocolo experimental. Os animais do grupo Ctrl foram mantidos em 
normóxia (ar ambiente) durante todo o experimento. Os animais do grupo HI e Rb 
foram submetidos ao protocolo de hipóxia (Concentração de O2 de 21 a 5% em 3 
minutos), das 8 às 16h, durante seis semanas. Ao término das seis semanas, os 
animais do grupo HI foram eutanasiados, e os animais do grupo Rb foram mantidos 
por duas semanas em normóxia e, em seguida, eutanasiados. 
 
Figura 5. Delineamento do experimento. 
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4.4 Primeira etapa - Expressão gênica 
4.4.1 Extração do RNA total 
 A eutanásia foi realizada por decapitação e as regiões cerebrais do 
córtex frontal, córtex temporal e hipocampo foram dissecadas para análise. O 
método de TRIzol® (Invitrogen) foi utilizado para extração de RNA total. Os 
tecidos foram homogeneizados utilizando a proporção de 1 mL de reagente 
TRIzol para cada 100 mg de tecido, com a ajuda do homogeneizador politron 
(IKA® T-25 Ultra Turrax). Após incubação de 5 minutos, foi adicionado ao 
extrato 0,2 mL de clorofórmio para cada 1 mL de TRIzol. Em seguida, os tubos 
foram vigorosamente agitados manualmente por 15 segundos e incubados a 
temperatura ambiente por 3 minutos. Ao término da incubação, as amostras 
foram centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4ºC, separando a amostra em 
três fases: uma inferior de clorofórmio, uma intermediária e uma fase superior 
aquosa, contendo o RNA total. Essa fase aquosa foi transferida para outro tubo 
e 1 mL de Isopropanol gelado foi adicionado para precipitação do RNA. A 
amostra foi agitada e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente, 
seguida de centrifugação de 12000g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 
descartado e o pellet foi secado a vácuo. Após a secagem, o pellet foi 
dissolvido em 50 µL de água Milli-Q, seguida de incubação a 37ºC por 15 
minutos. Ao fim, as amostras foram armazenadas no freezer a -80ºC. 
 
4.4.2 Avaliação do RNA 
 Ao término das extrações, o RNA total foi analisado por gel de agarose 
2% em tampão TBE (Tampão Tris-Borato 45 mM e EDTA 1 mM). Como 
marcador fluorescente foi utilizado o Brometo de Etídeo na concentração de 
0,5µg/mL. A separação por eletroforese ocorreu pelas condições de 395V, 
100W por 30 minutos. Para acompanhar a corrida foi utilizada uma solução 
corante, loading buffer, junto à amostra e um marcador de 100 pares de base. 
As bandas foram visualizadas pelo programa Image Master VDS (Pharmacia 
Biotech) (Figura 7). A concentração do RNA foi analisada pela relação entre a 
absorção nos comprimentos de onda 260/280 nm, pelo equipamento Nanodrop 
(ThermoScientific). 
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Figura 7. Imagem representativa da revelação do gel de agarose de amostras do 
hipocampo para avaliação da extração do RNA total. 
 
4.4.3 Eliminação de DNA genômico 
 Para aumentar a pureza do RNA total, utilizamos o kit DNAse I 
(Invitrogen) para eliminar a contaminação de DNA genômico, que pode 
interferir no resultado da análise de RT-PCR. Aproximadamente 1 µg de RNA 
total foi diluído em 1 µL de tampão DNAse e 1 µL de DNAse, em um volume 
final de 10 µL. O tubo foi incubado por 15 minutos a temperatura ambiente e, 
em seguida, foi adicionado 1 µL de EDTA 1 mM, aquecendo o tubo por 10 
minutos a 65ºC, para inativação da DNAse. Após o término da reação, a 
qualidade do RNA total foi novamente avaliada. 
 
4.4.4 Formação de cDNA 
 Para a formação do cDNA que será utilizado em seguida pela técnica de 
RT-PCR, foi utilizado o kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade 
(Applied Biosystems). 0,9 µg de RNA total foram diluídos em um volume final 
de 10 µL, resultando em uma concentração de 90ng/µL. Separadamente, em 
um tubo, preparou-se uma solução para formação do cDNA, contendo 2 µL de 
tampão de Transcriptase reversa, 2 µL de primers randômicos, 1 µL de enzima 
Multiscribe transcriptase reversa, 0,8 µL DNTP´s e 4,2 µL de água Milli-Q, 
totalizando 10 µL. Essa solução foi adicionada ao RNA total previamente 
diluído e incubada por 10 minutos a 25ºC; 120 minutos a 37ºC e 5 minutos a 
85ºC (Tabela 1). Ao término da reação as amostras foram armazenadas no 
freezer a -80ºC. 
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Temperatura Tempo 
25ºC 10 minutos 
37ºC 2 horas 
85ºC 5 minutos 
4ºC Forever 
 
Tabela 1. Condições para a formação de cDNA. 
 
4.4.5 Real time – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
 Para o ensaio de RT-PCR, foram utilizados reagentes Taqman® 
(Applied biosystems), placas de 96 poços (MicroAmp® - Applied Biosystems), 
seladas com filme de qualidade óptica e as reações foram analisadas pelo 
equipamento Applied Biosystems 7500. Todas as análises foram feitas em 
triplicatas e, como controle endógeno, foram utilizados Gliceraldeído 3 fosfato 
desidrogenase (GAPDH) e β-actina. Todos os genes foram analisados em uma 
mesma corrida e, para cada gene, uma reação teve o cDNA substituído por 
água Milli-Q, sendo denominado como branco. 
 Todas as reações foram preparadas utilizando 10 µL de Taqman® Gene 
Expression Master Mix (Applied Biosystems, Cat# 4369016), 8µL de água Mili-
Q, 1µL de sonda Taqman® (Taqman® Gene expression assay; NEP 
Rn00561572_m1, GAPDH Rn01775763_g1, Beta actina Rn00667869_m1; 
Applied Biosystems) e 1µL de amostra, com um volume final de 20µL. As 
condições da corrida foram: 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (Figura 8). Ao término da corrida, 
os valores obtidos para NEP foram normalizados por ambos os genes de 
referência (GAPDH e β-actina), utilizando o método de análise 2-∆∆CT (LIVAK; 
SCHMITTGEN, 2001). 
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4.5 Segunda etapa – Análise comportamental e proteica 
4.5.1 Labirinto aquático de Morris 
O labirinto aquático de Morris consiste em uma piscina circular, com 
cerca de 200 cm de diâmetro e aproximadamente 40 cm de profundidade, 
sendo preenchida com água a uma temperatura de 23ºC ± 2. Uma plataforma, 
de aproximadamente 10 cm de diâmetro foi colocada no interior da piscina 2 
cm abaixo do nível da água, esta plataforma serve de escape para o animal. A 
piscina foi dividida em quatro quadrantes de mesmo tamanho, por meio de 
linhas imaginárias que se cruzam ao centro, formando ângulos de 90°. As 
fronteiras dos quadrantes se encontram na margem da arena e nas linhas 
imaginárias ligando o norte ao sul e o leste ao oeste. Toda a sala foi iluminada 
com luz indireta, para evitar interferências na captação da imagem. A 
plataforma foi colocada em uma região fixa, no centro de um dos quadrantes. 
Nesta tarefa, o animal navega com base em pistas localizadas nas paredes da 
sala, que são objetos fixos que o animal utiliza como referência para se 
Figura 8. Fases do processo de amplificação gênica. Denaturação a 95°C, 
anelamento e extensão a 60°C 
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localizar, além disso, o experimentador posiciona-se em um mesmo local da 
sala durante todo o período de experimento. 
A realização do experimento foi dividida em duas fases. Na primeira, 
foram utilizados animais do grupo controle (Ctrl, n=7) e hipóxia (HI; n=15). Na 
segunda fase, foram utilizados animais do grupo controle (Ctrl, n=7) e hipóxia 
seguida de normóxia (Rb; n=15). 
Foi realizada uma sessão de treino por dia, com 4 tentativas, ao longo 
de 5 dias consecutivos. Em cada tentativa, o animal foi solto de um dos pontos 
com a face voltada para a parede e a sequência dos 4 pontos de partida foi 
definida de forma aleatória. Caso não conseguisse encontrar a plataforma 
dentro do tempo estipulado de 60 segundos, o animal era conduzido até a 
plataforma e lá permanecia por cerca de 20 segundos antes de ser retirado da 
piscina. O intervalo entre as tentativas foi de 60 segundos. Após o fim de cada 
sessão de treino, os animais foram devidamente secos e colocados de volta 
em sua respectiva gaiola moradia. 
No dia seguinte ao da última sessão de treino (dia 6) foi realizado o teste 
no qual a plataforma é retirada do labirinto e o tempo em que o animal ficou em 
cada quadrante do labirinto foi registrado como parâmetro de aprendizagem. 
Caso o animal tenha aprendido a localização espacial da plataforma, o tempo 
de permanência no quadrante onde estava a plataforma é maior, quando 
comparado com os demais quadrantes. 
Foi utilizado como medida de aprendizagem o tempo (em segundos) em 
que o animal gasta no quadrante onde se encontrava a plataforma. 
 
4.5.2 Extração de proteínas 
 Após a realização do labirinto aquático de Morris, os animais foram 
eutanasiados por decapitação e as regiões cerebrais do córtex frontal, córtex 
temporal e hipocampo foram dissecadas para análise. Os tecidos isolados 
foram homogeneizados utilizando o tampão de extração (Tris 25 mM, NaCl 100 
mM, 0,1% Triton-X, pH 7,4) na proporção de 1mL para 100 mg de tecido, com 
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o homogeneizador politron (IKA® T-25 Ultra Turrax). Após 10 minutos de 
incubação no gelo, as amostras foram centrifugadas a 16000 g por 10 minutos 
a 4ºC. O sobrenadante foi transferido e aliquotado para outros tubos. Uma 
parte dos tubos foi destinada para o ensaio de atividade enzimática, a outra 
parte, destinada para o ensaio de Western blot. Em ambas as alíquotas, 
adicionou-se coquetel inibidor de protease EDTA free (Sigma-Aldrich 
Cat#P8340) e, nas alíquotas para western blot, além do coquetel, adicionou-se 
EDTA em uma concentração final de 1 mM. Em seguida, as amostras foram 
armazenadas em freezer a -80ºC. 
 
4.5.2.1 Dosagem de proteínas 
 As amostras foram diluídas em água em uma proporção de 1:15 e a 
quantidade de proteínas foi estimada utilizando a metodologia de Lowry 
(LOWRY et al., 1951). Em placas transparentes de 96 poços, 5µL de água, 
amostra ou diluições séricas de padrão (Albumina bovina sérica BIORAD 1,43 
mg/mL, 1:2, 1:4 e 1:8) foram adicionadas nos poços em duplicatas. Adicionou-
se 25 µL de Reagente A e, em seguida, 200 µL de Reagente B, ambos do kit 
DC protein Assay (BIORAD). Após 15 minutos de incubação a temperatura 
ambiente, sob agitação e ao abrigo de luz, as placas foram lidas no 
espectrofotômetro Epoch (Bio-Tek), no comprimento de onda de 750 nm, 
utilizando o programa Gen5 Data Analysis (Bio-Tek). Após a leitura, a 
concentração de proteína foi estimada baseada na curva padrão de albumina. 
 
4.5.2.2 Preparação das amostras para eletroforese 
 Quarenta ou cem microgramas de proteína foram diluídos em tampão de 
extração totalizando 15 µL. Em seguida, adicionou-se 15 µl de tampão de 
amostra 2x (4% SDS; 125 mM Tris HCl pH 6,8; 20 % glycerol; 0,8mg/ml de azul 
bromofenol; 5% β-mercaptoetanol; 200mM Dithiothreitol (DTT)). Após a 
diluição, a amostra foi agitada e incubada a 95ºC por 5 minutos, em seguida, foi 
mantida a temperatura ambiente até o uso. 
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4.5.2.3 Eletroforese 
 Os géis utilizados foram preparados segundo a tabela abaixo: 
 
Tabela 2. Reagentes e suas concentrações para formação dos géis de amostra e de 
corrida, para realização da eletroforese. 
 Após o preparo do gel de corrida (10%), utilizou-se 100 µL de solução de 
Butanol saturado (95% de Butanol, 5% de água) para evitar deformações na 
parte superior do gel de corrida. Após sua polimerização, retirou-se a solução 
de butanol, lavando com água por, pelo menos, 5 vezes. Em seguida, 
adicionou-se o gel de amostra preparado como descrito anteriormente e, após 
sua polimerização, foi lavado uma vez com tampão de corrida. 
 Após o preparo dos géis, 30 µL de cada amostra foram adicionados nos 
poços e, em um dos poços, foi adicionado 1 µL de marcador de peso molecular 
Pageruler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific) Em seguida, iniciou-se 
a eletroforese com as seguintes condições: 90 minutos a 150V, em tampão de 
corrida (25mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, pH aprox. 8,6). 
 
4.5.2.4 Transferência 
 Para o procedimento de transferência de proteína, utilizou-se a 
membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 µm (GE Healthcare Amershan 
Hybond ECL). Antes de iniciar a transferência, o gel de corrida e a membrana 
eram incubados por 10 minutos em tampão Towbin (25 mM tris, 192 mM 
glicina, 20% metanol).  
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 Após a corrida de eletroforese, foi montado um “sanduíche” com o gel de 
corrida e a membrana, envolvidos com papel de filtro (BIORAD), seguido de 
esponjas de transferências. Por fim, adicionou-se tampão Towbin ao 
“sanduíche” e iniciou-se a transferência a 230 mA por 90 minutos em uma cuba 
GE Healthcare, cercada de gelo picado para evitar o superaquecimento do 
sistema (Figura 9). 
 Por fim, ao término da transferência, adicionou-se reagente de Ponceau 
na membrana e de Comassie Blue no gel para avaliar se a transferência de 
proteínas do gel para a membrana foi satisfatória. 
 
 
4.5.2.5 Imunodetecção 
 Após avaliação da transferência, incubou-se a membrana com solução 
de bloqueio, composta de TBS-T (0,05M tris; 0,15N NaCl, pH 7,5; 0,1% Tween 
20) com 5% de leite desnatado em pó, por 2 horas. 
 Os anticorpos primários Anti-NEP (anticorpo monoclonal de coelho; 
Abcam), Anti-APP (anticorpo monoclonal de coelho; Abcam) e Anti-GAPDH 
(anticorpo policlonal de coelho, Sigma) foram diluídos em uma proporção de 
1:1000, 1:1000 e 1:500000, respectivamente, em solução de bloqueio. Em 
seguida, adicionou-se os anticorpos a membrana sob agitação, overnight, a 
4ºC. 
Figura 9. Representação da organização e composição do "sanduíche" realizado para 
transferência de proteínas. 
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 Em seguida, a membrana foi lavada três vezes de 5 minutos cada com 
solução TBS-T. Após as lavagens, a membrana foi incubada com anticorpo 
secundário Anti-rabbit Alexafluor 680 (Invitrogen) diluído 10000 vezes em 
solução de bloqueio por 1 hora. Ao término da incubação, a membrana foi 
lavada novamente com TBS-T por 6 vezes de 5 minutos. Após as lavagens, a 
detecção foi realizada por fluorescência com o equipamento Odyssey (Li-cor). 
Em seguida, a quantificação relativa foi realizada utilizando o programa do 
próprio equipamento Odyssey.  
 
4.5.3 Atividade enzimática 
4.5.3.1 Síntese do substrato 
 Para medir a atividade da enzima NEP, sintetizou-se o substrato 
peptídico Suc-AAF-MCA, utilizando os seguintes reagentes: ácido 7-Amino-4-
Metil-3-cumarinilacético (Fluka, Sigma Aldrich), Fmoc-Phe-OH (Fluka, Sigma 
Aldrich), Fmoc-Ala-OH (Fluka, Sigma Aldrich), Ácido Succínico (Sigma Aldrich), 
Tetrafluorborato de O-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N´,N´-tetrametilamonio (TBTU, 
Advanced Chemtech), o 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt, Advanced Chemtech), 
N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA, Advanced Chemtech), HATU (Sigma Aldrich), 
Colidina (Sigma Aldrich), resina Rink amida (Bachem), Triisopropilsilano (TIS, 
Sigma Aldrich), Ácido Trifluoroacético (TFA, Mallinckrodts Chemicals).  
Inicialmente, realizou-se a desproteção do grupamento amina da resina 
com a utilização de uma solução contendo 5% de Piperazina/DMF (Sigma 
Aldrich), que remove o grupamento FMOC, responsável por proteger o 
grupamento amina da resina. Após a desproteção, incubou-se a resina com 
TBTU, HOBt, DIPEA e o MCA, com 5 vezes de excesso cada, overnight à 
temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se o acoplamento do FMOC-Phe-
OH no MCA utilizando HATU e colidina por 4h a temperatura ambiente. Após a 
desproteção do FMOC da fenilalanina, realizou-se o acoplamento da alanina, 
utilizando FMOC-Ala-OH, TBTU, HOBt e DIPEA com 5 vezes de excesso cada, 
overnight à temperatura ambiente. Após a desproteção do aminoácido, outro 
acoplamento com os mesmos reagentes foi realizado e, em seguida, realizou-
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se o acoplamento do Ácido succínico, utilizando a piridina como reagente, com 
10 vezes de excesso cada. Cada processo foi intercalado por lavagens 
utilizando DMF, Diclorometano e Etanol. Após a síntese, o peptídeo foi clivado 
da resina utilizando TFA, TIS e água (95:2,5:2,5) para liberação do Suc-Ala-
Ala-Phe-MCA. A clivagem resultou na liberação do produto analisado e 
purificado por HPLC, descrito em seguida. 
 Para análise e purificação do substrato, e para ensaio de atividade, o 
equipamento utilizado foi o sistema de HPLC SCL-10ª, Shimadzu, Japão, 
sendo composto de: duas bombas modelo CTO-10ª, injetor Rheodyne com 
aplicador de 2 ml, coluna Júpiter (250 x 21,2 mm, C18, Phenomenex), para 
purificação, e coluna Hewlet Packard, LiChrom C18 (150 x 21,2 mm, 5), 
monitor UV (SPD-10A) para detecção em λ = 212 nm, comprimento de onda 
para ligações peptídicas, e 360 nm, comprimento de onda do MCA; e monitor 
de fluorescência (RF-10AXL), ajustado para comprimento de excitação de 360 
nm e de emissão 460 nm, fluorescência do MCA. Como fase móvel, foram 
utilizados dois tampões: o Tampão A (99,9% de água, 0,1% de TFA) e Tampão 
B (90% de acetonitrila, 9,9% de água e 0,1% de TFA).  
 
4.5.3.2 Ensaio de atividade 
 O equipamento de HPLC permite analisar os fragmentos do substrato 
gerados pela atividade catalítica da enzima NEP, portanto foi necessária a 
padronização desses fragmentos. Para isso, incubou-se 50 uM de substrato 
com 20 ng de NEP recombinante humana (rhNEP; R&D systems) por uma hora 
a 37ºC, na presença ou ausência de Thiorphan (Sigma), inibidor específico de 
NEP, na concentração final de 0,5 µM. Após o término da incubação, as 
reações foram paradas pela adição de TFA em uma concentração final de 1% 
e, em seguida, 20 µL foram injetados no HPLC para análise dos fragmentos 
gerados. 
Após a padronização dos fragmentos de interesse, os parâmetros da 
corrida cromatográfica foram ajustados para melhor separação dos fragmentos 
no menor tempo possível com o menor gasto de reagentes, resultando em uma 
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corrida de 22 minutos, com gradiente de tampão B variando de 10 a 55%, 
seguida de um período de lavagem de coluna com 100% de tampão B por 5 
minutos, retornando as condições iniciais por mais 5 minutos. Durante toda a 
corrida o fluxo se manteve a 1,5 mL por minuto. 
O procedimento de atividade enzimática se iniciou pela incubação de 15 
a 25 µL de amostra, 50 µM de Suc-AAF-MCA, coquetel inibidor de protease 
EDTA free (Sigma-Aldrich Cat#P8340), na presença ou ausência de inibidor 
Thiorphan na concentração de 0,5 µM, em tampão de reação (Tris 50 mM, 
NaCl 0,2 M, pH 7,4) para um volume final de 100 µL. A reação foi incubada por 
1 hora a 37ºC e, em seguida, foi parada pela adição de TFA, na concentração 
final de 1%. Após o término da reação, adicionou-se 1 µM de Fmoc-Gly-OH, 
que foi utilizado como padrão interno, necessário para observarmos possíveis 
perdas ao longo do processo de extração. Em seguida, a amostra foi agitada e 
adicionou-se 200 µL de acetonitrila gelada para a precipitação do excesso de 
proteínas. A amostra foi então centrifugada a 16000 g por 10 minutos, gerando 
um sobrenadante contendo os peptídeos resultantes da clivagem pela NEP, e 
um precipitado contendo proteínas e lipídios. O sobrenadante foi recolhido em 
outro tubo e concentrado em um concentrador Concentrator Plus (Eppendorf). 
Após a secagem, a amostra foi resuspendida em tampão A contendo 10% de 
tampão B, com um volume final de 110 µL, e injetada no HPLC. 
A análise foi realizada calculando a diferença entre a área obtida da 
detecção por fluorescência do fragmento F-MCA, na presença ou ausência de 
Thiorphan, sendo normalizadas pelo Controle de estabilidade (tampão + 
substrato) e corrigidos pela área obtida do padrão interno. Após os primeiros 
cálculos, os valores obtidos foram corrigidos pelos valores do volume de 
amostra na reação e da quantidade de proteína, resultante da dosagem pelo 
método de Lowry. Os valores resultantes foram utilizados para análise 
estatística. 
4.6 Análise estatística 
Primeiramente foi verificado se os dados seguem uma distribuição 
normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e se as variâncias são homogêneas 
pelo teste de Levene. Em caso de dados homogêneos e seguindo distribuição 
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normal, a análise foi feita por meio da análise de variância (ANOVA) de uma 
via, comparando grupos CTL, HI eRb.  
Em casos de dados com ausência de normalidade e/ou homogeneidade, 
a padronização por escore-Z foi realizada, seguida de ANOVA. Amostras que 
se apresentavam distantes das demais amostras em dois desvios padrão ou 
mais, foram consideradas outliers e removidas.  
Para a análise dos dados obtidos pelo labirinto aquático de Morris, 
utilizamos o método paramétrico ANOVA de medidas repetidas de duas vias, 
seguida de post hoc de Tukey. 
A análise dos resultados de expressão gênica por Real-Time PCR foi 
realizada por ANOVA, utilizando como post hoc o teste de Dunnet. 
Para os ensaios relacionados à quantidade e atividade da enzima foram 
utilizadas metodologias diferentes. Para o ensaio de Western Blot, a avaliação 
foi realizada pelo método não paramétrico de Kruskal-Wallis, devido ao número 
reduzido do grupo amostral, e em seguida, pelo teste de Mann-Whitney para 
analisarmos entre quais grupos havia diferenças. Já para o ensaio de atividade 
enzimática, os resultados foram avaliados pelo método paramétrico de ANOVA 
de uma via, seguida de post hoc de Games-Howel, um teste paramétrico para 
amostras de distribuição não normal.  
Os dados foram representados pela média ± média do erro padrão. O 
nível de significância considerado foi p<0,05. O programa SPSS 17 (SPSS Inc, 
Chicago, IL, USA) foi utilizado para a análise de dados. 
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5. Resultados 
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5.1 Etapa 1 – Análise de Expressão gênica 
 Após as extrações de RNA total do hipocampo, córtex frontal e córtex 
temporal pelo método de TRIzol®, as amostras quantificadas pelo 
espectrofotômetro Nanodrop apresentaram a razão 260/280 nm entre 1,7 e 2,3. 
Quanto mais próximo de 2, maior a pureza do RNA total, portanto, após as 
quantificações, as amostras foram tratadas com DNAse para diminuir a 
contaminação por DNA. Após o tratamento, a razão 260/280 das amostras 
apresentaram valores mais próximos de 2, consequentemente, uma maior 
pureza do RNA. 
 Em seguida, a partir do RNA total, foi gerado o cDNA, como descrito, 
anteriormente para a realização do Real Time – PCR. Todas as reações foram 
feitas em triplicata, com todos os genes na mesma corrida. Em todas as 
corridas, a reação que não continha cDNA (Branco, controle negativo) não 
houve amplificação, mostrando a ausência de contaminação (Figura 10). Após 
as corridas, os valores de threshold cycles foram utilizados para a realização 
da estatística, utilizando a metodologia descrita por Livak e colaboradores 
Figura 10. Representação gráfica do processo de amplificação gênica por RT-
PCR. A seta azul indica a amplificação dos genes de referência, a seta vermelha 
indica a amplificação da Neprilisina e a seta verde indica a ausência de 
amplificação dos controles negativos para cada gene. 
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(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
 Os valores obtidos da amplificação de NEP foram normalizados pela 
média geométrica dos valores obtidos dos dois genes de referência, GAPDH e 
β-actina. Após a análise, os resultados da expressão gênica relativa de NEP 
mostraram que, no córtex temporal, houve um aumento significativo entre o 
grupo controle e o grupo hipóxia, como mostrado na figura 11 (ANOVA 
F=5,332, p=0,015, teste de Dunnet, p=0,015 entre os grupos controle e 
hipóxia), porém, no hipocampo e córtex frontal, não houve alterações na 
expressão gênica de NEP, indicando que a alteração ocorre de maneira 
seletiva no córtex temporal (CF ANOVA F=1,120, p=0,346; HC ANOVA F=1,29, 
p=0,298). 
 
Figura 11. Expressão gênica relativa de NEP nas regiões cerebrais do Hipocampo 
(HC), Córtex Temporal (CT) e Córtex Frontal (CF), comparando os grupos Ctrl, HI e 
Rb. Os dados estão apresentados como média ± média do erro padrão. ANOVA CT 
F=5,332, *p=0,015, post-hoc de Dunnet, #p=0,015. ANOVA CF F=1,12, p=0,346. 
ANOVA HC F=1,29, p=0,298. 
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5.2 Etapa 2 - Teste comportamental e análises proteicas 
5.2.1 Labirinto aquático de Morris 
 Para verificar se a hipóxia intermitente causa possíveis prejuízos na 
memória e no aprendizado, foi realizado o labirinto aquático de Morris, uma 
tarefa que permite analisar tanto o aprendizado quanto a memória espacial dos 
animais. O experimento se iniciou durante a última semana do protocolo de 
hipóxia intermitente e, um dia após o último dia de hipóxia intermitente, os 
animais realizaram o teste. 
 Com os resultados obtidos, foi possível observar que, entre o grupo 
controle e o grupo hipóxia, houve aprendizagem da tarefa, como demonstrado 
na figura 12A, onde podemos observar uma diminuição no tempo de latência 
para o animal encontrar a plataforma (Comparação de dias, p<0,001), porém, 
não houve diferença entre os grupos, demonstrando que ambos aprenderam 
da mesma maneira. No dia do teste, apesar de ambos os grupos apresentarem 
tempos de latência diferentes entre os quadrantes (Comparação de 
quadrantes, p<0,001), o que demonstra que os animais se recordavam da 
posição da plataforma, também não foi possível observar diferenças entre os 
grupos (figura 12B), pois a diferença entre o tempo de permanência no 
quadrante alvo entre os grupos foi estatisticamente irrelevante (ANOVA de 
medidas repetidas, teste de Tukey, p=0,51). 
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Figura 12. Avaliação da memória espacial e aprendizado, pelo labirinto aquático de 
Morris, de ratos submetidos ao protocolo de hipóxia intermitente. A) Por 5 dias 
consecutivos, os animais foram submetidos a 4 tentativas de 1 minuto, com intervalo 
de 1 minuto. Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada. ANOVA 
de medidas repetidas de duas vias, post hoc de Tukey. B) Tempo de latência nos 
quadrantes do labirinto aquático de Morris entre grupo controle e hipóxia no sexto dia 
de protocolo. Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada. Todos 
os dados estão apresentados como média ± média do erro padrão. 
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Comparando os resultados obtidos entre o grupo controle e o grupo 
rebote, obtivemos um perfil semelhante entre os grupos anteriores. Também foi 
possível observar uma aprendizagem da tarefa por ambos os grupos, devido à 
diminuição do tempo de latência para encontrar a plataforma (Comparação de 
dias, p<0,001;figura 13A). Em relação ao dia de teste, ambos os grupos 
tiveram o tempo de permanência no quadrante alvo maior em comparação com 
os outros quadrantes (comparação entre os quadrantes, p<0,001), 
demonstrando que os animais de ambos os grupos se recordavam da posição 
da plataforma. Porém, não houve diferença estatisticamente relevante entre os 
grupos (ANOVA de medidas repetidas, teste de Tukey, p=0,5). 
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Figura 13. Avaliação da memória espacial e aprendizado, pelo labirinto aquático de 
Morris, de ratos submetidos ao protocolo de hipóxia intermitente, seguida de 
normóxia. A) Por 5 dias consecutivos, os animais foram submetidos a 4 tentativas de 
1 minuto, com intervalo de 1 minuto. Nenhuma diferença estatisticamente significante 
foi observada. ANOVA de medidas repetidas de duas vias, post hoc de Tukey. B)
Tempo de latência nos quadrantes do labirinto aquático de Morris entre grupo 
controle e rebote no sexto dia de protocolo. Nenhuma diferença estatisticamente 
significante foi observada. Todos os dados estão apresentados como média ± média 
do erro padrão 
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5.2.2 Quantificação proteica – Western Blot 
 Após o protocolo de extração, as proteínas do extrato foram dosadas 
pelo método de Lowry. Em seguida, as amostras foram aplicadas em um gel de 
poliacrilamida 10% com uma determinada concentração para cada proteína 
analisada. Para a análise de NEP, foram necessários 100 µg de amostra; já 
para a análise de APP, utilizou-se 40 µg de proteína. 
 A análise proteica de NEP, como esperado, apresentou dados que 
corroboram aqueles obtidos pela expressão gênica. Foi possível observar uma 
diferença estatisticamente significante no córtex temporal, pela análise de 
Kruskal-Wallis (P=0,017, figura 14). Para comparação entre os grupos da 
região, realizou-se o método de Mann-Whitney, teste não paramétrico que 
compara 2 amostras independentes de distribuição não normal. Entre os 
grupos controle e hipóxia obteve-se o valor p=0,021, entre controle e rebote 
p=0,083, e entre hipóxia e rebote p=0,043. Já nas regiões do hipocampo e 
córtex frontal, não houve diferenças estatisticamente relevantes entre os 
grupos (CF Kruskal-Wallis, p(Figura 14).  
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 A análise de expressão proteica de APP, porém, não apresentou 
diferenças estatisticamente relevantes entre os grupos, como podemos 
observar na figura 15. Os valores da análise por Kruskal-Wallis obtidos foram: 
hipocampo p=0,246, córtex frontal p=0,368 e córtex temporal p=0,334.  
Figura 14. Expressão proteica de Neprilisina nas regiões cerebrais do Hipocampo 
(HC), Córtex Temporal (CT) e Córtex Frontal (CF), entre os grupos controle, hipóxia e 
rebote. Os dados estão apresentados como média ± média do erro padrão. Teste de  
Kruskal-Wallis, CT *p=0,017; CF p=0,368; HC p=0,334. 
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5.2.3 Atividade enzimática 
 Antes de realizar o ensaio de atividade enzimática, foi necessário 
sintetizar o substrato Suc-AAF-MCA. O rendimento final da síntese do 
substrato foi de aproximadamente 22% sendo considerado satisfatório, uma 
vez que síntese em fase sólida, apesar de ser rápida e fácil, não costuma 
apresentar bons rendimentos (figura 16)  
Figura 15. Expressão proteica de APP nas regiões cerebrais do Hipocampo (HC), 
Córtex Temporal (CT) e Córtex Frontal (CF), entre os grupos controle, hipóxia e 
rebote. Os dados estão apresentados como média ± média do erro padrão. Teste de 
Kruskal-Wallis, CT p=0,334; HC p=0,246; CF p=0,368. 
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A incubação com a enzima recombinante levou a formação de dois 
fragmentos, um deles contendo uma absorção no comprimento de onda de 360 
nm, sendo considerado o fragmento contendo MCA (figura 17) 
Figura 16. Cromatograma da síntese do substrato Suc-AAF-MCA. A) Cromatograma 
de absorção no comprimento de onda de 360 nm, região onde o MCA absorve. B) 
Cromatograma de absorção no comprimento de onda de 280 nm, região onde a 
cadeia lateral da fenilalanina absorve. A seta indica o produto desejado, Suc-AAF-
MCA. 
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A incubação com as amostras gerou um cromatograma com maior número de 
picos, porém não houve nenhum prejuízo na resolução do pico de interesse, 
como observado no cromatograma abaixo (figura 18): 
 
Figura 17. Cromatograma da incubação do substrato Suc-AAF-MCA com a 
enzima NEP recombinante, utilizando a detecção por fluorescência (λex=360 nm 
e λem=460 nm). A seta preta apresenta o substrato íntegro, a seta cinza 
apresenta H2N-F-MCA, resultante da fragmentação do substrato entre os 
aminoácidos alanina e fenilalanina. 
Figura 18. Cromatograma da clivagem do substrato Suc-AAF-MCA pela NEP de 
homogenato de tecido hipocampal, utilizando a detecção por fluorescência 
(λex=360 nm e λem=460 nm). A seta preta indica o fragmento H2N-F-MCA, 
resultante da clivagem do substrato. 
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 As análises da atividade enzimática de NEP demonstraram um padrão 
semelhante aos resultados obtidos pelas análises de Real Time- PCR e 
Western Blot. Observou-se um aumento de atividade de NEP no córtex 
temporal (ANOVA F=6,952, p=0,005), especificamente entre o grupo hipóxia e 
o grupo rebote, e uma tendência entre o grupo hipóxia e controle, ambos 
analisados pelo post hoc de Games-Howel, um post hoc paramétrico específico 
para amostras de distribuição não normal (Games-Howel, Ctrl e HI p=0,074; 
Ctrl e Rb p=0,555; HI e Rb p=0,033). Como esperado, não houve alterações 
estatisticamente significantes nas regiões do córtex frontal e hipocampo 
(ANOVA HC F=0,799, p=0,464). Abaixo a figura 19 com os resultados: 
 
Figura 19. Atividade da enzima neprilisina em homogenato de hipocampo (HC), córtex 
temporal (CT) e córtex frontal (CF). A atividade foi analisada pela diferença entre as 
áreas do fragmento H2N-F-MCA das amostras incubadas com ou sem inibidor 
(Thiorphan, 0,5µM). Os valores foram normalizados pelos valores obtidos do padrão 
interno e do controle de estabilidade. Após a normalização dos dados, os valores 
ainda foram controlados pelo valor de µg de proteína utilizado na incubação. Todos os 
dados estão representados como média ± média do erro padrão. CT ANOVA F=6,952, 
*p=0,005; post hoc de Games-Howel #p=0,033. HC ANOVA F=0,799, p=0,464. CF 
ANOVA F=0,343, p=0,716. 
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6. Discussão 
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 De maneira geral, o estudo foi dividido em duas fases. Na primeira, 
realizou-se o protocolo de hipóxia intermitente e, em seguida, a análise de 
expressão gênica, realizado por Real Time-PCR. Na segunda, realizou-se o 
protocolo de hipóxia intermitente seguida da análise comportamental, por 
labirinto aquático de Morris, e análise proteica, realizada por Western Blot e o 
protocolo de atividade enzimática. 
 A discussão apresentada será dividida em tópicos referentes aos tipos 
de análise, compreendendo a análise comportamental e a análise molecular. 
 
6.1 Análise Molecular 
6.1.1 Neprilisina 
  A hipóxia intermitente, acompanhada ou não da fragmentação do sono, 
possui um papel fundamental nas alterações observadas na AOS, além de ser 
um importante fator preditivo para o desenvolvimento da Doença de Alzheimer 
(OGUNSHOLA; ANTONIOU, 2009; ZHANG; LE, 2010). Uma das principais 
características moleculares da Doença de Alzheimer é o acúmulo do peptídeo 
β amilóide, formando placas insolúveis denominadas placas senis. Já está 
demonstrado que o balanço entre a produção do peptídeo β amilóide e o seu 
clearence desempenha um papel fundamental para o aparecimento da 
patologia neurodegenerativa (CAVALLUCCI; D’AMELIO; CECCONI, 2012; 
IWATA et al., 2000). A principal responsável pelo clearence é a enzima 
neprilisina, que degrada tanto a forma monomérica quanto a forma oligomérica 
do peptídeo (KANEMITSU; TOMIYAMA; MORI, 2003). Recentemente, Iwata e 
colaboradores demonstraram que um pequeno aumento de 1,5 vezes nos 
níveis de neprilisina em cérebro de camundongos já é suficiente para reduzir 
de maneira significante os níveis do peptídeo β amilóide, diminuindo o dano na 
memória e aprendizado (IWATA et al., 2013), reforçando o papel da neprilisina 
na Doença de Alzheimer. 
 De maneira inesperada, as análises moleculares dos níveis de 
neprilisina neste estudo demonstraram que a expressão, gênica e proteica, e a 
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atividade, na região do córtex temporal, aumentaram em todas as análises, 
com o mesmo padrão. Porém nas estruturas do córtex frontal e hipocampo não 
houve alterações estatisticamente significantes. Esses dados obtidos neste 
estudo divergem dos dados presentes na literatura. Porém, essa divergência 
pode ter relação com diferenças metodológicas entre os estudos. 
  Primeiro, grande parte dos estudos que avaliam os efeitos da hipóxia 
nos níveis de neprilisina utilizam outros modelos de hipóxia. No modelo 
utilizado por Wang e colaboradores, os níveis de expressão gênica e proteica 
de neprilisina diminuem em neurônios corticais e hipocampais, porém o modelo 
de hipóxia foi in vitro utilizando células em uma câmara com 1% de oxigênio 
durante 12, 24 e 48 horas (WANG et al., 2011). Outro estudo, também in vitro, 
reportou que os níveis da enzima diminuem em neurônios corticais de ratos, 
entretanto incubou-se as células em uma câmara com duas concentrações de 
oxigênio, de 1 e 2,5%, durante 24 horas (FISK et al., 2007). Ambos os estudos 
que demonstram uma queda nos níveis de neprilisina, utilizam um modelo de 
hipóxia aguda sustentada, com a concentração de oxigênio em níveis muito 
baixos, próximo a condições isquêmicas. 
 No modelo utilizado nesse estudo, os animais foram expostos a 
concentrações de oxigênio mais brandas, de até 5%, de maneira intermitente e 
crônica. A exposição aguda e com concentrações mais baixas de oxigênio 
geram um ambiente com condições mais drásticas, levando a danos celulares 
maiores. Como revisado por Min-Fang Guo e colaboradores, a hipóxia 
isquêmica promove um ambiente hostil para as células, com a toxicidade de 
aminoácidos excitatórios, aumento de espécies reativas de oxigênio, 
neuroinflamação, citotoxicidade por íons de Cálcio, entre outros (GUO; YU; MA, 
2011). Em outro estudo, de 2013, Ralf Stumm demonstrou que a exposição de 
cultura de neurônios corticais a concentrações de 0,2% de oxigênio por 1 e 2 
horas levam a diminuição dos níveis de AKT fosforilada, um importante 
sinalizador anti apoptótico (STUMM, 2014), sugerindo um aumento da morte 
celular, consequentemente, maior dano tecidual. 
 Ainda em relação ao modelo de hipóxia, o tempo de exposição também 
possui grande importância nas consequências observadas. Em 2003, Goldbart 
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e colaboradores demonstraram que o efeito da hipóxia intermitente sobre a 
proteína CREB fosforilada, um importante sinalizador de transcrição, varia de 
acordo com o tempo de exposição, sendo o terceiro dia o de menor produção, 
seguido por uma normalização gradual nos níveis da proteína até a completa 
normalização, por volta do trigésimo dia (GOLDBART et al., 2003b). Outro 
trabalho do mesmo autor demonstra que no primeiro dia de exposição à hipóxia 
intermitente, ocorre uma grande diminuição de AKT fosforilada, um importante 
sinalizador anti apoptótico, restituindo seus níveis normais apenas no trigésimo 
dia (GOLDBART et al., 2003a). Esses dados demonstram que, nesses 
primeiros dias de exposição à hipóxia intermitente, ocorrem alterações 
negativas que, em seguida, são normalizadas, portanto esse período de 
alterações compreende um processo adaptativo a exposição da hipóxia 
intermitente. Por exemplo, em um estudo recente, Shiota e colaboradores 
demonstraram que, em um protocolo de hipóxia intermitente de 8 semanas 
com concentrações de oxigênio variando de 21 a 5% a cada 10 minutos, não 
há prejuízo na memória e aprendizado, avaliado por labirinto aquático de Morris 
(SHIOTA et al., 2013). Esse dado, bastante semelhante ao nosso, pode ser um 
indício de que há uma adaptação do organismo após um determinado período 
de exposição à hipóxia intermitente, sendo necessária uma exposição ainda 
maior para o aparecimento das consequências. 
 Outra característica dos trabalhos de Goldbart, em relação ao modelo 
utilizado, que também pode influenciar nos resultados da análise é que a 
exposição à hipóxia intermitente atinge até 10% de oxigênio, atingindo de 60 a 
70% de saturação da oxihemoglobina, porém o tempo de exposição é de 12 
horas, maior que o de exposição deste estudo (8 horas), e com ciclos mais 
curtos, de 3 minutos, aumentando a correlação de severidade da apneia. No 
trabalho mencionado anteriormente de Shiota e colaboradores, o protocolo de 
hipóxia utiliza uma concentração de oxigênio de até 5%, porém os ciclos 
possuem 10 minutos cada (SHIOTA et al., 2013), o que caracterizaria uma 
apneia considerada leve. 
 Outra diferença entre os dados da literatura e os resultados obtidos 
neste estudo, é em relação ao modelo in vivo e in vitro. A utilização de modelos 
in vitro vem crescendo nos últimos tempos devido a sua praticidade e pela 
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questão ética da não utilização de animais, além de ser um bom modelo para 
estudar mecanismos celulares. Ambos os estudos mencionados anteriormente, 
que demonstram a diminuição de neprilisina pela exposição à hipóxia, são 
realizados utilizando cultura de células. Porém, algumas vezes, os modelos in 
vitro não reproduzem de maneira ideal as alterações encontradas no 
organismo. Em um organismo, ocorrem interações entre diferentes tecidos por 
meio de hormônios e outros mediadores, que acabam compondo um complexo 
sistema de regulação. Até mesmo em um único órgão, existem diferentes tipos 
celulares que interagem entre si, para a regulação de vários processos como, 
por exemplo, o cérebro que possui diferentes populações de células, entre elas 
os neurônios, astrócitos, células da glia. Em 2011, Fester e colaboradores 
revisaram o papel da aromatase na síntese do estradiol em ambos os modelos 
e observaram que, em cultura de células hipocampais provenientes de ratos 
machos e fêmeas, a inibição da aromatase, in vitro, diminui os níveis de 
estradiol, porém a administração de um inibidor da enzima no modelo in vivo, 
provoca alterações apenas em ratos fêmeas (FESTER et al., 2012). Outro 
estudo demonstra que os disparos de neurônios do núcleo supraóptico 
possuem um padrão diferente em modelos in vivo e in vitro, em relação à 
intensidade e velocidade (SABATIER et al., 2004). Ou seja, nem todos os 
resultados obtidos de modelos in vitro podem representar, de maneira confiável 
e reprodutível, os ensaios em modelo in vivo. 
 Independente das variações metodológicas, o presente estudo 
demonstrou que a hipóxia eleva a expressão e atividade da neprilisina. 
Inicialmente, estes resultados foram na direção oposta à premissa de que a 
hipóxia reduzia os níveis da enzima e que isso contribuiria ao desenvolvimento 
ou exacerbação da Doença de Alzheimer. Porém, na literatura foi possível 
observar alguns dados que divergem na relação da neprilisina com a Doença 
de Alzheimer. Grande parte da literatura descreve que, em modelos animais da 
Doença de Alzheimer ou até mesmo a análise post mortem de pacientes que 
sofriam da doença, há uma grande redução nos níveis da enzima, o que 
sugere um prejuízo no clearence do peptídeo β amilóide, resultando em seu 
acúmulo e, consequentemente, em complicações da doença (WANG et al., 
2010). Porém, em 2009, Miners e colaboradores realizaram uma análise post 
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mortem em diversos pacientes que sofriam com a Doença de Alzheimer em 
diferentes níveis de desenvolvimento da doença e demonstraram que, nas 
fases tardias, de fato há uma redução da Neprilisina, entretanto, nas fases mais 
iniciais da doença, há um aumento da atividade da enzima (MINERS et al., 
2009), sugerindo uma possível resposta inicial do organismo frente ao acúmulo 
do peptídeo β amilóide característico da patologia. Também foi sugerido que a 
diminuição nos níveis da enzima era resultado da diminuição da população de 
células, consequência da neurodegeneração, entretanto Yasojima e 
colaboradores demonstraram que há redução da neprilisina independente do 
processo de  neurodegeneração (YASOJIMA et al., 2001b). Assim, o resultado 
obtido neste estudo pode ser uma evidência da fase inicial de um futuro dano, 
que pode gerar um declínio cognitivo, ou até mesmo ajudar no 
desenvolvimento de alguma doença neurodegenerativa, como a Doença de 
Alzheimer. 
 O aumento de neprilisina demonstrado neste estudo pode ser uma 
consequência da regulação dos níveis da enzima por outras substâncias, como 
hormônios, mediadores, entre outros. Já é estabelecido que a queda nos níveis 
de hormônios sexuais é um fator de risco para o desenvolvimento da Doença 
de Alzheimer. Um dos possíveis motivos seria a regulação dos níveis de 
neprilisina pelos hormônios sexuais, como demonstrado por George e 
colaboradores, que administraram agonistas para receptor andrógeno e 
receptor β de estrógeno, e observaram um aumento na expressão da enzima 
(GEORGE et al., 2013). Outro regulador dos níveis de neprilisina é o fragmento 
AICD, resultante do metabolismo do APP. Belyaev e colaboradores 
demonstraram que o AICD se liga ao promotor de neprilisina, levando ao 
aumento de sua expressão (BELYAEV et al., 2009). Além destes reguladores, 
os níveis de neprilisina também são controlados pelo BDNF, um importante 
fator neurotrófico. Já foi demonstrado que o BDNF diminui a atividade da 
enzima pela alteração da sua localização subcelular (KAKIYA et al., 2012). 
Também foi observado que o protocolo de hipóxia intermitente leva a uma 
diminuição dos níveis de BDNF (XIE et al., 2010), sugerindo uma possível 
explicação para o aumento nos níveis da enzima encontrado neste estudo. Por 
fim, um dos maiores reguladores da neprilisina, e um possível alvo terapêutico 
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para a Doença de Alzheimer, é a somatostatina. A somatostatina é um 
neuropeptídeo e já foi demonstrado que a elevação nos seus níveis gera um 
aumento na expressão e atividade da enzima (SAITO et al., 2005), para um 
suposto controle nos níveis do neuropeptídeo, já que ele é degradado pela 
protease. Em 2012, Sandoval e colaboradores demonstraram que a 
administração de agonista para receptor de somatostatina, SSTR4, leva a uma 
diminuição nos níveis do peptídeo β amilóide pelo aumento na atividade da 
neprilisina. Além disso, Stumm e colaboradores demonstraram que a exposição 
à hipóxia isquêmica promove aumento nos níveis de somatostatina in vivo 
(STUMM et al., 2004), sugerindo uma possível influência da somatostina nos 
dados obtidos neste trabalho de aumento da enzima. 
 Os dados da literatura que relacionam a neprilisina com processos 
cognitivos são contraditórios. Por um lado, diversos estudos demonstram que a 
neprilisina possui um importante papel em animais transgênicos que 
superexpressam APP, um dos modelos mais utilizados para a Doença de 
Alzheimer. Spencer e colaboradores, em 2008, demonstraram que o aumento 
de neprilisina diminui os níveis do peptídeo β amilóide e melhora o 
desempenho de camundongos transgênicos, superexpressando APP, em 
tarefas cognitivas (SPENCER et al., 2008). Em um estudo semelhante, Iwata e 
colaboradores demonstraram que a injeção de vetor viral contendo o fator de 
transcrição de neprilisina, em camundongos transgênicos, também promove 
diminuição nos níveis do peptídeo β amilóide e melhora a memória e 
aprendizado avaliados por labirinto aquático de Morris (IWATA et al., 2013). 
Porém, em estudos que utilizam animais que não superexpressam APP, a 
participação da enzima pode ter efeitos negativos. Em 2009, Walther e 
colaboradores demonstraram que, em camundongos idosos Knockout de 
neprilisina, possuem um desempenho melhor em tarefas cognitivas, como 
labirinto aquático de Morris, quando comparado a animais que expressam 
normalmente a enzima (WALTHER et al., 2009). Um possível motivo para o 
dado obtido, seria que a neprilisina também degrada fatores neurotróficos 
importantes, GLP 1, Galanina e FGF, alterando a plasticidade sináptica.  
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6.1.2 APP 
 O APP, ou Amyloid Precursor Protein, tem um papel fundamental no 
desenvolvimento da patologia do Alzheimer, sendo o precusor do peptídeo β 
amilóide (IWATA; HIGUCHI; SAIDO, 2005; KAMENETZ et al., 2003). Já foi 
demonstrado que animais que superexpressam essa proteína possuem um 
declínio cognitivo muito semelhante aos apresentados por pacientes que 
sofrem da Doença de Alzheimer, além de outros sinais da doença, e por esse 
motivo, animais transgênicos que superexpressam APP são um dos melhores 
modelos utilizados para o estudo da doença (LAFERLA; GREEN, 2012). 
 De acordo com os resultados obtidos neste estudo, que demonstrou que 
o protocolo de hipóxia intermitente não alterou os níveis de APP, não foi 
possível estabelecer uma correlação com a Doença de Alzheimer. Apesar do 
resultado não mostrar diferença estatisticamente significante nos níveis de 
APP, entre o grupo hipóxia e controle, este não foi completamente inesperado. 
A literatura reporta aumento nos níveis de APP frente à hipóxia, porém, na 
grande maioria dos estudos, utiliza-se o modelo de hipóxia aguda, semelhante 
à isquemia (BENNETT et al., 2000; ROBERTS et al., 1994). Em 1998, Baiden-
Amissah e colaboradores demonstraram que os níveis de APP aumentam 
frente à hipóxia isquêmica (BAIDEN-AMISSAH et al., 1998). Porém, em 2012, 
Rybnikova e colaboradores demonstraram que, após exposição à hipóxia 
severa, houve um aumento na expressão de APP no córtex de ratos, porém, 
um pré-condicionamento à hipóxia promove um aumento menos pronunciado 
de APP (NALIVAEVA; TURNER, 2013). Esses dados mostram que o aumento 
nos níveis de APP é resultado de uma exposição aguda a hipóxia, ou a um 
período de adaptação, e que com o pré condicionamento a hipóxia ocorre um 
aumento menos exacerbado dos níveis de APP. 
 Além disso, em 2013, Shiota e colaboradores demonstraram que o 
protocolo de hipóxia intermitente por 8 semanas levou ao aumento nos níveis 
do fragmento 1-42 do peptídeo β amilóide (SHIOTA et al., 2013). Esses dados 
mostram que, mesmo os níveis de APP se mantendo inalterados, há maior 
produção do peptídeo β amilóide. Em 2009, Li e colaboradores demonstraram 
que a exposição a um único episódio de hipóxia por dia, durante 60 dias, 
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promove aumento do peptídeo β amilóide pelo aumento da clivagem do APP 
pelas enzimas γ- e β-secretase (LI et al., 2009). Com base nesses dados é 
possível afirmar que o aumento do peptídeo β amilóide ocorre, não pelo 
aumento na expressão de APP, mas sim pelo aumento da clivagem pelas 
enzimas que geram o peptídeo. Portanto, a não alteração nos níveis de APP é 
um resultado esperado, segundo a literatura.  
 
6.2 Análise comportamental 
 Na literatura já está descrito que pacientes que sofrem de SAOS 
possuem diminuição do desempenho em tarefas cognitivas (LAL; STRANGE; 
BACHMAN, 2012; YAFFE et al., 2011). Assim, o presente trabalho, além de 
avaliar os níveis enzimáticos de neprilisina e da proteína precursora amilóide 
(APP), também avaliou os efeitos que a hipóxia intermitente possui na memória 
e no aprendizado, analisados pelo labirinto aquático de Morris. Porém, com 
base nos dados obtidos não foi possível observar alterações no desempenho 
cognitivo dos animais, não correlacionando com os dados da literatura, sobre 
declínio cognitivo e AOS. 
 Vários trabalhos na literatura mostram que a hipóxia possui importante 
participação nos processos cognitivos, porém, na grande maioria, utilizam 
modelos diferentes do modelo de hipóxia crônica intermitente deste trabalho. 
Os trabalhos que apresentam um modelo similar, de hipóxia intermitente, 
demonstram um déficit cognitivo, porém em curtos períodos de exposição. Em 
2001, Gozal e colaboradores demonstraram que a hipóxia intermitente por 14 
dias promove diminuição da capacidade cognitiva (GOZAL; DANIEL; 
DOHANICH, 2001b). Outro trabalho, de Goldbart e colaboradores apresenta 
resultados semelhantes, onde se demonstrou que a exposição à hipóxia 
intermitente por 3 dias levou a diminuição do desempenho cognitivo, tanto no 
aprendizado como na memória, avaliados por labirinto aquático de Morris 
(GOLDBART et al., 2003b). Em paralelo, Xie e colaboradores demonstraram 
que a hipóxia intermitente promove diminuição na produção de BDNF e na 
amplitude da LTP, fenômeno importante para o aprendizado e a memória, e ao 
restituir os níveis de BDNF, ocorre normalização da LTP (XIE et al., 2010). 
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Com base nestes dados podemos concluir que a hipóxia intermitente, direta ou 
indiretamente, promove alterações cognitivas, prejudicando o aprendizado e a 
memória.  
 Contudo, os estudos comportamentais são realizados após um breve 
período de exposição à hipóxia intermitente. Por exemplo, neste mesmo 
trabalho de Goldbart e colaboradores, de 2003, analisou-se os níveis de CREB 
fosforilada que atinge seus níveis mais reduzidos no terceiro dia, quando foi 
realizada a tarefa cognitiva. Entretanto, após o trigésimo dia de exposição à 
hipóxia intermitente ocorre normalização dos níveis de CREB fosforilada, 
sugerindo uma recuperação do desempenho cognitivo. De fato, experimentos 
que realizam um protocolo de hipóxia intermitente por períodos mais longos 
não demonstram declínio cognitivo. Por exemplo, Shiota e colaboradores, em 
2013, demonstraram que a exposição à hipóxia intermitente por 8 semanas não 
causa alterações no desempenho de tarefas cognitivas, avaliado por labirinto 
aquático de Morris (SHIOTA et al., 2013). Portanto, o declínio cognitivo 
observado em protocolos de hipóxia intermitente está associado ao período de 
adaptação às baixas concentrações de oxigênio, não se relacionando com o 
prejuízo cognitivo observado em pacientes com AOS. 
 Além disso, os outros resultados obtidos neste trabalho, que mostram o 
aumento de neprilisina no córtex temporal de ratos, podem estar relacionados 
com os resultados da tarefa cognitiva. Como já demonstrado por Shiota e 
colaboradores, há um ligeiro aumento nos níveis do peptídeo β amilóide no 
cérebro de ratos, não sendo suficiente para provocar declínio cognitivo 
(SHIOTA et al., 2013). Este ligeiro aumento pode ser resultado do aumento da 
atividade da neprilsina observado neste trabalho, como uma tentativa de 
normalizar os níveis do peptídeo β amilóide, para evitar danos no 
funcionamento do cérebro.  
 Neste estudo, foi possível observar uma tendência ao prejuízo cognitivo 
durante o período de aprendizagem, comparando o grupo controle com o grupo 
rebote (dia 1, p=0,074; dia 4, p=0,064; dia 5, p= 0,066). Em 2010, Sportiche e 
colaboradores demonstraram que a fragmentação do sono promove declínio 
cognitivo tardio, apenas 15 dias após o tratamento, sendo causado por um 
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prejuízo na maturação de células nervosas (SPORTICHE et al., 2010). 
Também observamos o aumento, no córtex temporal, de neprilisina que, além 
de degradar o peptídeo β amilóide, também é responsável pela degradação de 
fatores neurotróficos, como o GLP-1, galanina, FGF, entre outros, importantes 
para o processo cognitivo. Assim, sugere-se que o aumento nos níveis de 
neprilisina causados pela hipóxia intermitente, possivelmente leve à diminuição 
dos níveis de fatores neurotróficos, causando deficiência na maturação das 
células nervosas, levando a um possível declínio cognitivo tardio. 
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7. Conclusão 
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Durante este estudo, foi possível analisar os níveis de expressão gênica 
e proteica de neprilisina, e sua atividade. Além disso, também se analisou com 
sucesso os níveis de expressão proteica de APP e o teste comportamental do 
Labirinto aquático de Morris. 
Com base nos resultados obtidos, foi possível observar que o protocolo 
de hipóxia intermitente utilizado não provocou alterações estatisticamente 
significantes no desempenho no labirinto aquático de Morris, um teste clássico 
de avaliação de aprendizado e memória espacial, e nos níveis de APP, uma 
proteína envolvida na Doença de Alzheimer. Entretanto, foi possível observar 
um aumento nos níveis de expressão e atividade da metaloprotease neprilisina 
(EC 3.4.24.11) no córtex temporal, uma protease envolvida na degradação do 
peptídeo β amilóide. 
 Observando os dados obtidos pode-se especular que o aumento da 
neprilisina estaria ajudando a normalizar os níveis aumentados do peptídeo β 
amilóide, provocando a atenuação dos danos cognitivos causados pelo 
acúmulo do peptídeo. Por outro lado, este protocolo de hipóxia intermitente 
poderia estar evidenciando a fase inicial de um processo como, por exemplo, 
na própria Doença de Alzheimer, onde nas fases iniciais há aumento da enzima 
e na fase terminal há uma grande diminuição. 
 Além disso, vários estudos que analisam os efeitos da hipóxia utilizam 
modelos in vitro ou que não correspondem a AOS, diferentemente deste estudo 
que utilizou a hipóxia intermitente, um modelo de AOS, em modelo in vivo. 
 Por fim, existe uma relação entre a AOS e a Doença de Alzheimer, 
porém ainda não foi possível estabelecer uma relação direta da AOS com o 
desenvolvimento da Doença de Alzheimer. Nossos resultados sugerem que 
esta relação é mais complexa do que o modelo atual, de diminuição de 
neprilisina e aumento do peptídeo β amilóide. 
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8. Anexos 
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Anexo 1. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo, referente ao estudo “Avaliação do efeito 
da hipóxia intermitente na expressão e atividade da neprilisina (EC 3.4.24.11), 
uma protease envolvida na Doença de Alzheimer.” 
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Anexo 2. Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo, referente ao estudo ”Avaliação da 
expressão de Pigment Epitelium Derived Factor (PEDF), uma proteína anti-
angiogênica e neurotrófica, em modelo de hipóxia.” 
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Anexo 3. Carta de aprovação do Comitê de ética em pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo, referente ao adendo de extensão do estudo “Avaliação 
do efeito da hipóxia intermitente na expressão e atividade da neprilisina (EC 
3.4.24.11), uma protease envolvida na Doença de Alzheimer.” 
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Anexo 4. Artigo em fase de submissão para publicação na revista Journal of 
Alzheimer´s Disease referente aos resultados do estudo “Avaliação do efeito da 
hipóxia intermitente na expressão e atividade da neprilisina (EC 3.4.24.11), 
uma protease envolvida na Doença de Alzheimer.” 
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Abstract 
Background: Obstructive sleep apnea (OSA) is a sleep breathing disorder 
characterized mainly by hypoxia during sleep. Its consequences are not 
completely understood, but hypoxia seems to have an important role on several 
disturbances, including Alzheimer´s Disease (AD). Neprilysin or 
neutralendopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) is a metalloprotease present in 
various body tissues and the main responsible for degrading amyloid-β peptide, 
one of the AD´s hallmarks. Our study analyzed the effects of chronic intermittent 
hypoxia (CIH) on NEP gene expression and protein levels as well as the 
effect.on spatial learning and memory.  
Results: Our CIH protocol did not affect spatial learning and memory in rats 
submitted to 6 weeks of CIH and CIH followed by a 2 weeks of recovery 
normoxia. However, CIH increased NEP gene expression and protein levels on 
temporal cortex.  
Conclusion: Our results demonstrate that CIH promotes an increase on NEP 
gene expression and protein levels, and did not affect spatial learning and 
memory.  
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Introduction  
Obstructive Sleep Apnea (OSA) is one of the most frequent sleep breathing 
disorders. It´s becoming one major public health problem due to its high 
incidence and for its relation with several disturbances, such as hypertension, 
obesity, diabetes and cognitive impairments ((DUMITRASCU et al., 2013; 
ENGLAND, 2000; IP et al., 2002; LAL; STRANGE; BACHMAN, 2012; 
MALHOTRA; WHITE, 2002; NIETO et al., 2013; SMITH, [s.d.])). It´s 
characterized by total or partial recurrent upper airway obstruction, leading to 
hypercapnia, respiratory effort, sleep fragmentation and hypoxia. Even though 
OSA is a multifactorial disease, hypoxia seems to play an important role on 
OSA´s cognitive impairments ((DOUGLAS et al., 2007; YAFFE et al., 2013)). 
For this reason, several OSA animal models have been developed, being 
chronic intermittent hypoxia (CIH) the most widely used.  It has already been 
demonstrated that chronic intermittent hypoxia (CIH) induces spatial learning 
deficits by changing CREB phosphorylation, reducing BDNF expression and 
decreasing LTP formation ((GOLDBART et al., 2003a)). Hypoxia has also been 
related to several pathologies, such as Alzheimer´s disease ((ANCOLI-ISRAEL 
et al., 2008; COOKE et al., 2009)). 
Alzheimer´s disease (AD) is the most common form of late onset dementia and 
affects approximately 36 million people worldwide ((HUANG; MUCKE, 2012)). 
The AD´s progression is associated to decline of mental function, 
neurodegeneration and neuroinflammation, as a consequence of the 
neurofibrillary tangles and the accumulation of amyloid β peptide (Aβ) 
((CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2010; SERRANO-POZO et al., 2011)). 
Despite  a still unclear pathogenesis , it´s well known that environmental risk 
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factors play an important role on AD development ((LAHIRI et al., 2007; 
LAZAROV et al., 2005; RYMAN; LAMB, 2006)). There are  evidences in the 
literature suggesting a  relationship between low brain oxygenation and AD 
((OGUNSHOLA; ANTONIOU, 2009; ZHANG; LE, 2010)). As an example, it has 
already been demonstrated  a 2-fold increase on the prevalence of AD among 
patients with a cerebral stroke episode ((ZHANG; LE, 2010)). Furthermore,  
cells submitted to acute hypoxia had its levels of Aβ increased, by altering the 
cleavage of amyloid precursor protein (APP), as well as decreasing the Aβ 
catabolism by some metallopeptidases, including neprilysin, the main 
responsible for Aβ degradation((LI et al., 2009; SHIROTANI et al., 2001; WANG 
et al., 2011)). 
Neprilysin (EC 3.4.24.11), also known as neutral endopeptidase or NEP, is a 
90-110kDa plasma membrane metalloprotease widely distributed in several 
tissues, as kidney, prostate, lungs, heart and brain ((HERSH; RODGERS, 2008; 
STANDEVEN et al., 2011)). NEP acts like an ectoenzyme, regulating the levels 
of several peptides, as enkephalins, endothelins, substance P, angiotensins, 
bradykinin ((MARR et al., 2004)). It has already been demonstrated that NEP 
plays a key role in the degradation of Aβ, which is one of the hallmarks of AD 
((SHIROTANI et al., 2001)). Furthermore, Kanemitsu and colleagues 
demonstrated that NEP is capable of degrading not only the Aβ monomeric 
forms, Aβ1-40 and Aβ1-42, but also degrades the oligomeric Aβ. Recently, it 
has been demonstrated that acute hypoxia reduces the levels of neprilysin on 
primary cell culture of cortical and hippocampal neurons ((FISK et al., 2007; 
WANG et al., 2011)). 
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In the present study we investigate whether a CIH protocol modifies mRNA and 
protein NEP levels in vivo, and its relation with spatial learning deficits. 
 
Materials and methods 
Animals and CIH protocol 
All experiments with animals had the approval of the Ethical Committee of 
UNIFESP (CEP 2051/11 and 2025/11). Adult Wistar Hannover rats (69 animals, 
3 months of age), provided by the Centro de Desenvolvimento de Modelos  
para Medicina e Biologia (CEDEME) – Universidade Federal de São Paulo, 
were submitted to the experimental CIH protocol. The animals were kept in a 
room at 22°C with free access to water and food, in 12h light and 12h dark 
schedule (lights on at 7:00). The animals were separated in 3 groups: Control 
group (Ctrl, n=23), Chronic intermittent hypoxia group (CIH, n=23) and the CIH 
+ 2 weeks of normoxia group (CIH+N, n=23). During the 6 weeks of intermittent 
hypoxia procedure, the CIH and CIH+N groups were kept in a chamber 
(30in.x20in.x20in. Oxycycler model A44XOV, Biospherix, Redfield, NY, USA) 
with the O2 concentration varying from 21% to 5%, in repeated cycles of 6 
minutes, 8 hours a day (8:00h – 16:00h). Inside the chamber, the levels of CO2 
were kept under 0,02ppm, the humidity between 40-50% and temperature at 
22-24°C. The O2 concentration was adjusted by addition of O2 or N2. After the 
intermittent hypoxia procedure, the group CIH+N was kept under recovery 
normoxia for 2 weeks (Figure 1). Two distinct CIH experiments were performed, 
one with 8 animals per group for gene expression assay and other with 15 
animals each group for the Morris water maze test and protein analysis. 
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Morris water-maze test 
Morris water maze test was performed in a separated room in a black circular 
pool (200cm of diameter and 40cm of depth) filled with water at approximately 
23°C. For animal´s orientation, distinct symbols were positioned on each wall of 
the room. A black platform of 10cm of diameter was positioned 2cm below the 
surface in one of the quadrants. The test was divided in 2 parts: one with control 
(n=8) and CIH (n=15) groups and the other with control (n=7) and CIH+N 
(n=15) groups. Each test was performed minutes after the last CIH exposure for 
CIH group, and for CIH+N, after the 2 weeks of normoxia. The spatial learning 
sessions were perfomed in 5 consecutive days, with 4 trials for each animal and 
1 minute interval between trials. The animal started in each of the four 
quadrants and had 1 minute to find the platform.  
In the day after the last training day, animals performed a single-test session 
without the platform for 1 minute of free swimming. The relation between the 
time spent in the target quadrant and the time in other quadrants was used to 
determine the spatial memory. All memory trials were measured by contrast and 
recorded using Video Tracking Ethovision (Noldus) equipament. 
At the end of the procedures, all animals were immediately euthanized by 
decapitation and the brain structures hippocampus, temporal cortex and frontal 
cortex, involved on learning and memory process, were dissected and kept at -    
80°C for posterior analysis. 
RT-PCR 
Total RNA of each specific brain structures were extracted using TRIZOL® 
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer´s instructions. After the 
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extraction, total RNA was treated with RNAse-free DNAse (Invitrogen) to clear 
samples from genomic DNA. The concentration of RNA was determined 
spectrophotometrically by 260nm/280nm ratio. 0,9µg of total RNA was 
transcribed in cDNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems), the resulting cDNA was used for RT-PCR analysis with 
the Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. The RT-PCR analisys 
was performed by relative quantification methodology, using as housekeeping 
genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and Actin-β, with 
Taqman gene expression assay for NEP, GAPDH and Actin-β (NEP, 
Rn00561572_m1; GAPDH, Rn01775763_g1; actin- β, Rn00667869_m1) 
obtained from Applied Biosystems. All reactions were performed in triplicate, 
and PCR cycle conditions were as follows: 95°C for 10 min followed by 40 
cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 minute. The relative quantification was 
analyzed by the 2-2∆∆Ct method ((LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)). 
Western Blot 
Tissues were homogenized with extraction buffer 50mM Tris HCl, 100mM NaCl, 
0,1% Triton-X, pH 7,4 and then centrifuged at 13.000rpm for 15 minutes. For 
Western blot analysis, protein inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) was added in an 
aliquot of the supernatant.  Protein content was measured using Lowry 
methodology (BioRad). Samples containing 100µg of protein were separated in 
a 10% SDS PAGE and transferred onto a 0,22µm Nitrocellulose membrane 
(Hybond ECL, GE Healthcare). After blocking with 5% non-fat milk in TBS-T 
solution for 2h, the membrane was incubated overnight at 4°C with the 
antibodies: rabbit monoclonal Anti-NEP (Abcam, Ab126593), rabbit polyclonal 
Anti-GAPDH (Sigma Aldrich). After 3 washings with TBS-T, the membrane was 
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incubated with anti-rabbit Alexa Fluor 680 (Invitrogen cat#A21076) for 1h. The 
emitted fluorescence was detected with Li-cor, Odyssey.  
Statistical analysis 
All data was previously analyzed for normality and homogeneity with 
Komolgorov-Smirnov and Levene´s tests, respectively, if the data did not attain  
any of these two requisites, z-score correction was performed and used for 
group comparison by one-way ANOVA followed by post-hoc Dunnet’s test, 
when necessary. In Western blotting analyses comparison between groups was 
performed by Kruskal-Wallis test and Dunn´s post-hoc, due to the reduced 
number of animals per group. For Morris water maze test analysis, two way 
ANOVA for repeated measures was used, followed by Tukey post hoc. All data 
were represented by mean ± standard error of mean. The level of significance 
was set at p≤0.05. All analyses were performed using SPSS 17 (SPSS Inc, 
Chicago, IL, USA). 
Results 
CIH does not affect learning and memory processes. 
In order to analyze already described CIH induced cognitive impairments, 
Morris water maze test was performed right after the last day of CIH procedure, 
for CIH group, and after the 2 weeks recovery normoxia, for CIH+N group. In 
the probe day, the time spent on the target quadrant was compared to other 
quadrant data and the values obtained from each group were analyzed by two-
way ANOVA repeated measures. On the probe days, both CIH and CIH+N 
groups didn´t present statistically significant difference when compared to 
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control group (p=0,51 and p=0,5, respectively). During the acquisition phase, 
the CIH group didn´t present statistically significant difference (Figure 2 and 3). 
CIH in vivo increases NEP expression in Temporal Cortex. 
To investigate whether CIH affects NEP, its gene expression was analyzed 
through real time PCR on hippocampus, temporal cortex and frontal cortex. Our 
results shows that NEP´s gene expression is increased on temporal cortex 
(ANOVA, p=0,015) only when comparing the CIH group with control. However, 
on the others brain regions, hippocampus and frontal cortex, the gene 
expression of NEP remained unaltered (p= 0,29 and p= 0,34, respectively; 
Figure 4) . 
CIH in vivo increases NEP protein level´s in Temporal Cortex 
After RT-PCR, western blot analysis revealed similar results as expected. On 
temporal cortex, NEP protein levels were increased when compared CIH and 
CIH+N group (p=0,017), but didn´t present statistical significance between CIH 
and control, or CIH+N and control .On other brain regions, the levels of NEP 
remained unaltered (hippocampus, p= 0,33; frontal cortex, p= 0,36; Figure 5) 
Discussion 
Hypoxia is an important feature of OSA and it´s one of the major risk factors for 
developing AD ((OGUNSHOLA; ANTONIOU, 2009; ZHANG; LE, 2010)). It´s 
well established that amyloid-β accumulation plays an important role on the 
development\progression of AD ((HAMA; SAIDO, 2005; LI et al., 2009)) and it 
has already been demonstrated that hypoxia increases Aβ levels in the brain by 
accelerating the cleavage of the amyloid precursor protein (APP) ((LI et al., 
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2009)).  The balance between  Aβ formation and its clearance seems to play a 
key role on Aβ brain levels. The major protease responsible for its clearance is 
Neprilysin, a protease able to degrade the monomeric and the oligomeric forms 
of Aβ ((KANEMITSU; TOMIYAMA; MORI, 2003)). Recently, Iwata and 
colleagues demonstrated that a 1,5 fold increase on Neprilysin levels is enough 
to significantly decrease Aβ peptide in the brain, reducing spatial learning and 
memory impairments ((IWATA et al., 2013)), reinforcing the role of NEP on AD 
pathology. In the literature, there are some evidences that stress events change 
the levels of NEP ((FISK et al., 2007)), like acute hypoxia, which downregulates 
NEP in vitro at gene and protein level ((FISK et al., 2007; WANG et al., 2011)). 
Surprisingly, our results show that CIH increases mRNA and protein NEP 
levels. A 1,2 increase on mRNA NEP levels was observed on CIH group and, 
on protein levels, a 2-fold increase was observed. Contradictory results are 
shown on NEP levels in AD. Evidences suggest that a decrease on NEP levels 
resulted on Aβ accumulation, leading to development of AD ((IWATA et al., 
2000, 2001)). However, Miners et al have shown that, on early stages of AD, an 
increased NEP level was observed, and the low NEP levels observed on late 
stages of AD was related to neuronal loss, as consequence of 
neurodegeneration process ((MINERS et al., 2009)). Furthermore, NEP levels 
in the brain are regulated by several factors, such as androgens, brain derived 
neurotrophic factor (BDNF), somatostatin and amyloid precursor protein 
intracellular domain (AICD). It has already been demonstrated that BDNF 
decreases NEP activity by changing NEP subcellular localization ((KAKIYA et 
al., 2012)) conversely, CIH protocol decreases the hippocampal levels of BDNF 
((XIE et al., 2010)), suggesting a possible NEP upregulation. 
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In the literature, there are some evidences demonstrating that hypoxia is an 
important factor for cognitive impairments. As an example, Gozal and 
colleagues demonstrated that CIH promotes neuronal loss and spatial learning 
deficits in adult rats ((GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001b)). However, Shiota 
et al showed that animals submitted to CIH had unaltered spatial learning 
((SHIOTA et al., 2013)). Our results corroborate previous data that CIH didn’t 
affect spatial learning and memory. The CIH and CIH+ N groups showed no 
statistical differences on both acquisition phase and probe when compared to 
control group. As mentioned before, our results shows an increase on NEP 
levels, suggesting a neuroprotective role against amyloid-β accumulation, 
preventing from a possible cognitive impairment. On the other hand, during the 
acquisition phase, the CIH+N group showed a tendency to spatial learning 
impairments (Day 1, p=0,074; Day 4, p=0,064; Day 5, p= 0,066), suggesting a 
possible spatial learning disruption after 2 weeks of normoxia. Similarly, in 
animals submitted to sleep restriction, a cognitive impairment was observed 
only 15 days after the treatment, this impairment was caused by deficiency on 
stem cells maturation((SPORTICHE et al., 2010)). As our results show an 
increase on NEP levels in CIH group and NEP is responsible for cleaving 
neurotrophic factors, especially fibroblast growth factor (FGF) ((HORIGUCHI et 
al., 2008)), it may be suggested that NEP interfere on stem cell maturation, 
leading to cognitive impairments only 15 days after the exposure. Furthermore 
NEP-Knockout mice had an improved performance on cognitive tasks, even 
with higher Aβ brain levels, probably caused by decrease on the degradation of 
neurotrophic factors ((WALTHER et al., 2009)) 
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In conclusion, CIH influences NEP by increasing mRNA and protein NEP levels, 
but did not affects rats performance on spatial learning and memory test. 
However, more studies are needed to elucidate the role of NEP on hypoxia-
cognitive impairments. 
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Figures 
 
 
 
Figure 1. Experimental protocol. Experimental timeline for each group: CTL 
(controls, n=23); CIH (Animals submitted to 8-hours/day of chronic intermittent 
hypoxia for six weeks, n=23); CIH + N (Animals submitted to 8-hours/day of 
chronic intermittent hypoxia for six weeks followed by a two weeks recovery, 
n=23) 
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Figure 2. CIH protocol did not affect spatial learning and memory. A) 
Evaluation of spatial learning of 3 month age wistar rats submitted to CIH 
protocol compared to control group (Ctrl) on Morris water maze test. For 5 
consecutive days, rats were submitted to 4 trials of 1 minute, with 1 minute 
interval between each trial. No statistical differences were observed. All data 
are presented as mean ± SD. Two-way ANOVA repeated measures, Tukey 
post hoc.  B) Time spent in quadrants of the Morris water maze between control 
A) 
B) 
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(Ctrl) and CIH groups to evaluate spatial memory on day 6. No statistical 
differences were observed. All data are expressed as mean ± SD.  
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Figure 3. CIH+N protocol did not affect spatial learning and memory. A) 
Evaluation of spatial learning of 3 month age wistar rats submitted to CIH 
protocol followed by 2 weeks of normoxia compared to controle group (Ctrl) on 
Morris water maze. For 5 consecutive days, rats were given 4 trials of 1 minute, 
with 1 minute interval between each trial. No statistical differences were 
A) 
B) 
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observed. All data represents mean ± SD. Two-way ANOVA repeated 
measures, Tukey post hoc.  B) Time spent in quadrants of the Morris water 
maze between control (Ctrl) and CIH+N groups to evaluate spatial memory on 
day 6. No statistical differences were observed. All data are expressed as mean 
± SD.  
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Figure 4. CIH increases NEP gene expression on temporal cortex. NEP 
gene expression on hippocampus (HC), temporal cortex (TC) and frontal cortex 
(FC) were analyzed by qRT-PCR, using as housekeeping genes GAPDH and 
actin-β. All data are expressed as mean ± SEM. ANOVA, Bonferroni post-hoc; 
*p= 0,015. 
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Figure 5. CIH increases NEP protein levels on temporal cortex. NEP protein 
levels on hippocampus (HC), temporal cortex (TC) and frontal cortex (FC) were 
analyzed by western blot, using as internal control GAPDH. All data are 
expressed as mean ± SEM. Kruskal-Wallis, Dunn´s post-hoc; *p= 0,017. 
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Abstract 
 
Evaluation of the effect of intermittent hypoxia on the expression and 
activity of neprilysin (EC 3.4.24.11), a protease involved on Alzheimers 
disease. 
Hypoxia is characterized by reduced oxygen content in blood and is 
related to several pathologies, including Obstructive Sleep Apnea Syndrome 
(OSAS). Its consequences are not completely understood, but some evidences 
from the literature show that hypoxia has biochemical effects that lead to 
changes on behavior and significant outcomes in systems like the central 
nervous, respiratory and cardiovascular. Hypoxia and ageing seem to have a 
very close involvement in the development of Alzheimer's disease. Neprilysin or 
neutralendopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) is a metalloprotease present in 
various body tissues such as kidneys, intestines, lungs, brain, among others. It 
was recently shown that one of its main activities in the central nervous system 
is the degradation of beta amyloid (Aβ), a peptide involved in the onset and 
progression of Alzheimer's disease. Our goal is to study the gene and protein 
relative expression and enzyme activity of NEP using a chronic intermittent 
hypoxia (CIH), a model of OSAS, as well as evaluate learning and memory  
Methods: 24 Wistar male rats of 3 months were separated in 3 groups: Control 
(n=8), CIH group (n=8, 3-min cycles of 21% to 5% O2) from 9 to 17h for six 
weeks, and CIH+2 group (n=8, 3-min cycles of 21% to 5% O2) from 9 to 17h for 
six weeks, followed by two weeks of normoxia. Gene expression was analyzed 
by RT-PCR, NEP and APP protein levels were determined by Western blot, 
NEP activity was analyzed using HPLC, and Morris water maze was performed 
to evaluate learning and memory. 
Results: Our CIH protocol did not affect spatial learning and memory in rats 
submitted to 6 weeks of CIH and CIH followed by a 2 weeks of recovery 
normoxia. However, CIH increased NEP gene expression, protein levels and 
activity on temporal cortex. The protein expression remained unaltered. 
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Conclusion: Our results demonstrate that CIH promotes an increase on NEP 
gene expression, protein levels and enzyme activity. However, it did not affect 
spatial learning and memory.
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Apêndices 
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